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DESCRIPCION
Composiciones de ARNi de Serpinal y métodos de uso de las mismas

Serpinal codifica alfa-1-antitripsina que se compleja predominantemente con e inhibe la actividad de elastasa de
neutréfilos producida por hepatocitos, monocitos mononucleares, macréfagos alveolares, enterocitos y células
mieloides. Sujetos que tienen variaciones en una o ambas copias del gen Serpina1 pueden padecer deficiencia de
alfa-1-antitripsina y estan en riesgo de desarrollar enfisema pulmonar y/o enfermedad hepatica crénica debido a
actividad de elastasa superior a la normal en los pulmones e higado.

En sujetos afectados, la deficiencia en alfa-1-antitripsina es una deficiencia de alfa-1-antitripsina funcional no
mutante. En algunos casos, un sujeto que tiene una variaciéon en una o ambas copias del gen Serpina1 es portador
de un alelo nulo. En otros casos, un sujeto que tiene una variacién en una o ambas copias del gen Serpinal es
portador de un alelo deficiente.

Por ejemplo, un sujeto que tiene un alelo deficiente de Serpina1, tal como el alelo PIZ, puede estar produciendo
proteinas errbneamente plegadas que no pueden ser apropiadamente transportadas desde el sitio de sintesis hasta
el sitio de accion dentro del cuerpo. Tales sujetos normalmente estan en riesgo de desarrollar enfermedad pulmonar
y/o hepatica. Sujetos que tienen un alelo nulo de Serpina1, tales como PINULL (Granite Falls), normalmente solo
estan en riesgo de desarrollar enfermedad pulmonar.

La enfermedad hepatica resultante de la deficiencia de alfa-1 antitripsina es el resultado de formas de variante de
alfa-1-anti-tripsina producidas en células del higado que se pliegan errébneamente y, asi, no son facilmente
transportadas fuera de las células. Esto conduce a una acumulacion de proteina erréneamente plegada en las
células del higado y puede producir una o mas enfermedades o trastornos del higado que incluyen, pero no se
limitan a, enfermedad hepatica cronica, inflamacion del higado, cirrosis, fibrosis hepatica y/o carcinoma
hepatocelular.

Actualmente hay opciones muy limitadas para el tratamiento de pacientes con enfermedad hepatica que surge de la
deficiencia de alfa-1-antitripsina, que incluye vacunacién contra la hepatitis, tratamiento de apoyo y evitacion de
agentes perjudiciales (por ejemplo, alcohol y AINE). Aunque esta disponible terapia de sustitucion de alfa-1-
antitripsina, tal tratamiento no tiene impacto sobre la enfermedad hepatica en estos sujetos y, aunque el trasplante
de higado puede ser eficaz, es un procedimiento dificil, caro y arriesgado y los higados no estan facilmente
disponibles.

Por consiguiente, existe una necesidad en la materia de tratamientos eficaces para enfermedades asociadas a
Serpina1, tales como una enfermedad hepatica crénica, inflamacion del higado, cirrosis, fibrosis hepatica y/o
carcinoma hepatocelular.

La presente invencion se define por las reivindicaciones. En particular, se refiere a un agente de iARN bicatenario
para inhibir la expresién de Serpina1 en una célula,

en el que dicho agente de iARN bicatenario comprende una hebra codificante y una hebra no codificante que forman
una region bicatenaria,

en el que dicha hebra codificante comprende al menos 15 nucleétidos contiguos que se diferencian en no mas de 3
nucledétidos de una cualquiera de las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, o SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQID NO: 5, SEQIDNO: 6, SEQIDNO:7, SEQIDNO: 8, SEQIDNO:9, SEQID NO: 10, o
SEQ ID NO: 11, y dicha hebra no codificante comprende al menos 15 nucleétidos contiguos que se diferencian en no
mas de 3 nucleétidos de una cualquiera de las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, o
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 24, o SEQ ID NO: 25,

en el que sustancialmente todos los nucleétidos de dicha hebra codificante comprenden una modificacion
seleccionada del grupo que consiste en una modificacion de 2'-O-metilo y una modificacion de 2'-fluor,

en el que dicha hebra codificante comprende dos enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 5',

en el que sustancialmente todos los nucledtidos de dicha hebra no codificante comprenden una modificacion
seleccionada del grupo que consiste en una modificacion de 2'-O-metilo y una modificacion de 2'-fluor,

en el que dicha hebra no codificante comprende dos enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 5' y dos
enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 3',

en el que dicha hebra codificante esta conjugada con uno o mas derivados de GalNAc unidos mediante un conector
bivalente o trivalente ramificado en el extremo 3', en el que "sustancialmente todos" los nucleétidos que estan
modificados significa que no mas de 5, 4, 3, 2 0 1 nucledtidos estan sin modificar.
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Como se describe en mas detalle a continuacion, en el presente documento se desvelan composiciones que
comprenden agentes, por ejemplo, polinucleétidos monocatenarios y bicatenarios, por ejemplo, agentes de iARN,
por ejemplo, agentes de ARNi bicatenarios, que se dirigen a Serpina1. También se desvelan métodos de uso de las
composiciones de la invencion para inhibir la expresion de Serpinal y para tratar enfermedades asociadas a
Serpina1, por ejemplo, enfermedad hepatica crénica, inflamacién del higado, cirrosis, fibrosis hepatica y/o carcinoma
hepatocelular.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente divulgacion proporciona agentes de iARN bicatenario para inhibir la
expresion de Serpinal en una célula. Los agentes de iARN bicatenario comprenden una hebra codificante y una
hebra no codificante que forman una regién bicatenaria, en los que la hebra codificante comprende al menos 15
nucledtidos contiguos que se diferencian en no mas de 3 nucledtidos de una cualquiera de las secuencias de
nucledtidos de SEQIDNO: 1, SEQIDNO:2, o SEQIDNO:3, SEQIDNO:4, SEQIDNO:5, SEQID NO: 6,
SEQID NO: 7, SEQID NO: 8, SEQIDNO:9, SEQIDNO: 10, o SEQIDNO: 11, y la hebra no codificante
comprende al menos 15 nucleétidos contiguos que se diferencian en no mas de 3 nucledétidos de una cualquiera de
las secuencias de nucledtidos de SEQIDNO:15, SEQIDNO:16, o SEQIDNO: 17, SEQID NO: 18,
SEQID NO: 19, SEQID NO:20, SEQIDNO:21, SEQIDNO:22, SEQIDNO:23, SEQIDNO:24, o
SEQ ID NO: 25,

en los que sustancialmente todos los nucleétidos de la hebra codificante y sustancialmente todos los nucleétidos de
la hebra no codificante son nucleétidos modificados, y en los que la hebra codificante esta conjugada con un ligando
unido en el extremo 3'.

En una implementacién, una de las 3 diferencias de nucleétidos en la secuencia de nucleétidos de la hebra no
codificante es un desapareamiento de nucleétido en la regién semilla de la hebra no codificante. En una realizacion,
la hebra no codificante comprende una base universal en el nucleétido desapareado.

En una implementacion, todos los nucleétidos de la hebra codificante y todos los nucleétidos de la hebra no
codificante son nucledétidos modificados.

En una implementacién, la hebra codificante y la hebra no codificante comprenden una regiéon de
complementariedad que comprende al menos 15 nucledtidos contiguos que se diferencian en no mas de 3
nucleétidos de una cualquiera de las secuencias enumeradas en una cualquiera de las Tablas 1, 2,5,7,8 y 9.

En una implementacion, al menos uno de los nucleétidos modificados esta seleccionado del grupo que consiste en
un nucleétido de desoxi-timina (dT) del extremo 3', un nucledtido modificado con 2'-O-metilo, un nucleétido
modificado con 2'-fldor, un nucleétido modificado con 2'-desoxi, un nucleétido bloqueado, un nucleétido abasico, un
nucleétido modificado con 2-amino, un nucleétido modificado con 2'-alquilo, un nucleétido de morfolino, un
fosforamidato, un nucleétido que comprende base no natural, un nucleétido que comprende un grupo 5'-fosforotioato
y un nucleétido terminal unido a un derivado de colesterilo o un grupo bisdecilamida de acido dodecanoico.

En una implementacién, al menos una hebra comprende un nucleétido protuberante de 3' de al menos 1 nucleétido.
En otra implementacion, al menos una hebra comprende un nucleétido protuberante de 3' de al menos 2 nucledétidos.

En otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona agentes de iARN, por ejemplo, agentes de iARN bicatenario,
que pueden inhibir la expresion de Serpinal en una célula, en los que el agente de iARN bicatenario comprende una
hebra codificante sustancialmente complementaria a una hebra no codificante, en los que la hebra no codificante
comprende una region sustancialmente complementaria a parte de un ARNm que codifica Serpina1, en los que cada
hebra tiene aproximadamente 14 a aproximadamente 30 nucleétidos de longitud, en los que el agente de iARN
bicatenario se representa por la formula (l11):

sentido: 5" np-Na-(XXX)-Nb-YYY-Np-(ZZZ);-Na-ng 3'
antisentido: 3' np-Na-(X'X'X)-Np-Y'Y'Y'-Np'-(Z'Z'Z")-Na'-ng' 5' (1
en la que:

i, j, ky I son cada uno independientemente 0 0 1;
p, p', q Yy g' son cada uno independientemente 0-6;

cada Na y N.' representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-25
nucledétidos que estan tanto modificados como sin modificar o combinaciones de los mismos, comprendiendo
cada secuencia al menos dos nucleétidos modificados de forma diferente;

cada N, y Ny’ representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-10
nucleétidos que estan tanto modificados como sin modificar o combinaciones de los mismos;
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cada np, np', Ng Y Ng', cada uno de los cuales puede o puede no estar presente, representa independientemente
un nucleétido protuberante;

XXX, YYY, Z2ZZ, XXX, YY'Y' y Z'ZZ' representan cada uno independientemente un motivo de tres
modificaciones idénticas en tres nucledétidos consecutivos;

modificaciones en Ny se diferencian de la modificacion en Y y maodificaciones en N,' se diferencian de la
modificaciéon en Y'; y

en los que la hebra codificante esta conjugada con al menos un ligando.

En una implementacion, Na' comprende 1-25 nucledtidos, y en la que uno de las 1-25 nucleétidos en una de las
posiciones 2-9 del extremo 5' es un desapareamiento de nucleétido. En una implementacion, la base desapareada
es una base universal.

En una implementacioén, i es 0; j es 0; i es 1; j es 1; tanto i como j son 0; o tanto i como j son 1. En otra
implementacion, k es 0; 1 es 0; k es 1; | es 1; tanto k como | son 0; o tanto k como | son 1.

En una implementacién, XXX es complementario a XX'X', YYY es complementario a YY'Y' 'y ZZZ es
complementario a Z'Z'Z'.

En una implementacion, el motivo YYY se produce en o cerca del sitio de escision de la hebra codificante.

En una implementacion, el motivo Y'Y'Y' se produce en las posiciones 11, 12 y 13 de la hebra no codificante desde
el extremo 5.

En una implementacion, Y' es 2'-O-metilo.

En una implementacion, la formula (Ill) se representa por la formula (Illa):

sentido: 5" Np-Na-YYY-Na-ng 3'

antisentido: 3' np-Na-Y'Y'Y'-Na-ng 5' (Ina).

En otra implementacion, la formula (lll) se representa por la formula (Il1b):

sentido: 5' Np-Na-YYY-Np-ZZZ-Na-ng 3'

antisentido: 3' np-Na-Y'Y'Y'-Nyp-Z'2'Z"-Na-ng 5' (llb)

en la que cada Np y Ny' representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 1-5
nucleétidos modificados.

En otra implementacion mas, la férmula (1) se representa por la férmula (llic):
sentido: 5" Np-Na-XXX-Np-YYY-Ng-nq 3'
antisentido: 3' np-Na-X'X'X-Np-Y'Y'Y'-Ng-ng 5' (Ilc)

en la que cada Np y Ny' representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 1-5
nucleétidos modificados.

En una implementacion mas, la férmula (Ill) se representa por la formula (Il1d):
sentido: 5' Np-Na-XXX-Np =Y YY-Np-ZZZ-Na-nq 3'
antisentido: 3' Np-Na-X'X'X'-Np-Y'Y'Y'-Np-Z'Z'Z'-Ng-ng 5' (nd)

en la que cada Np y Ny' representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 1-5
nucledtidos modificados y cada N, y N,' representa independientemente una secuencia de oligonucledtidos que
comprende 2-10 nucleétidos modificados.

En una implementacion, la region bicatenaria tiene 15-30 pares de nucleétidos de longitud. En otra implementacion,
la region bicatenaria tiene 17-23 pares de nucledtidos de longitud. En otra implementacion mas, la region bicatenaria
tiene 17-25 pares de nucledtidos de longitud. En una implementacion, la region bicatenaria tiene 23-27 pares de
nucledtidos de longitud. En otra implementacion, la region bicatenaria tiene 19-21 pares de nucleétidos de longitud.
En otra implementacion, la region bicatenaria tiene 21-23 pares de nucleétidos de longitud. En una implementacion,
cada hebra tiene 15-30 nucleétidos. En otra realizacion, cada hebra tiene 19-30 nucledtidos.
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En una implementacion, las modificaciones en los nucleétidos estan seleccionadas del grupo que consiste en LNA,
HNA, CeNA, 2'-metoxietilo, 2'-O-alquilo, 2'-O-alilo, 2'-C-alilo, 2'-flior, 2'-desoxi, 2'-hidroxilo y combinaciones de los
mismos. En otra implementacién, las modificaciones en los nucleétidos son modificaciones 2'-O-metilo o 2'-fldor.

En una implementacion, el ligando es uno o mas derivados de GalNAc unidos mediante un conector ramificado
bivalente o trivalente. En otra realizacion, el ligando es

Ho OH

0]
A
OH
HO fo)
Ao H A 0\3'“
HO Mr N
AcHN o \"/\/ o

s}
Ho OH
Q .
HO 0\/\/\",N/\/\N 0
AcHN o H H

En una implementacion, el ligando esta unido al extremo 3' de la hebra codificante.

En una implementacion, el agente de iARN esta conjugado con el ligando como se muestra en el siguiente esquema

Ny Ho K

0] N

HOACHN \/\/\g \/\,N\EO
Ho OH )

O “H
H H N
HC. O\NYN‘/\,NY\/O

AcHN 0 0 o o

N e
HO N N0

AcHN

en el que X es O 0 S. En una implementacién especifica, X es O.

En una implementacion, el agente comprende ademas al menos un enlace internucleotidico fosforotioato o
metilfosfonato.

En una implementacion, el enlace internucleotidico fosforotioato o metilfosfonato esta en el extremo 3' de una hebra.
En una implementacion, la hebra es la hebra no codificante. En otra implementacion, la hebra es la hebra
codificante.

En una implementacion, el enlace internucleotidico fosforotioato o metilfosfonato esta en el extremo 5' de una hebra.
En una implementacién, la hebra es la hebra no codificante. En otra realizacion, la hebra es la hebra codificante.

En una implementacion, el enlace internucleotidico fosforotioato o metilfosfonato esta en tanto el extremo 5' como el
extremo 3' de una hebra. En una implementacion, la hebra es la hebra no codificante.

En una implementaciéon, el agente de iARN comprende 6-8 enlaces internucleotidicos fosforotioato. En una
implementacion, la hebra no codificante comprende dos enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 5' y
dos enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 3', y la hebra codificante comprende al menos dos enlaces
internucleotidicos fosforotioato en cualquiera del extremo 5' o el extremo 3.

En una implementacion, el par de bases en la posicién 1 del extremo 5' de la hebra no codificante del duplex es un
par de bases AU.

En una implementacion, los nucleétidos Y contienen una modificacién de 2'-flGor.
En una implementacion, los nucleétidos Y' contienen una modificacién de 2'-O-metilo.

En una implementacioén, p'>0. En otra implementacion, p'=2.
5



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2676 146 T3

En una implementacion, g'=0, p=0, g=0 y p' nucleétidos protuberantes son complementarios al ARNm diana. En otra
implementacion, q'=0, p=0, =0 y p' nucledtidos protuberantes son no complementarios al ARNm diana.

En una implementacion, la hebra codificante tiene un total de 21 nucleétidos y la hebra no codificante tiene un total
de 23 nucledtidos.

En una implementacion, al menos un ny' esta ligado a un nucleétido vecino mediante un enlace fosforotioato.
En una implementacion, todos los n,' estan ligados a nucleétidos vecinos mediante enlaces fosforotioato.

En una implementacion, el agente de iARN esta seleccionado del grupo de agentes de iARN enumerados en una
cualquiera de las Tablas 1, 2,5, 7,8y 9.

En una implementacion, el agente de iARN esta seleccionado del grupo que consiste en AD-58681, AD-59054, AD-
61719 y AD-61444.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un agente de iARN bicatenario para inhibir la expresion de
Serpinal en una célula, en el que el agente de iARN bicatenario comprende una hebra codificante y una hebra no
codificante que forman una regioén bicatenaria, en el que la hebra codificante comprende al menos 15 nucledtidos
contiguos que se diferencian en no mas de 3 nucledtidos de una cualquiera de las secuencias de nucleétidos de
SEQID NO: 1, SEQIDNO:2, o SEQIDNO: 3, SEQIDNO:4, SEQIDNO:5, SEQID NO:6, SEQID NO: 7,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, o SEQ ID NO: 11, y la hebra no codificante comprende al menos 15
nucledtidos contiguos que se diferencian en no mas de 3 nucledtidos de una cualquiera de las secuencias de
nucledtidos de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, o SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQIDNO: 24, o SEQID NO: 25, en el que sustancialmente
todos los nucleodtidos de la hebra codificante comprenden una modificacion seleccionada del grupo que consiste en
una modificacion de 2'-O-metilo y una modificacion de 2'-fldor, en el que la hebra codificante comprende dos enlaces
internucleotidicos fosforotioato en el extremo 5', en el que sustancialmente todos los nucleétidos de la hebra no
codificante comprenden una modificacion seleccionada del grupo que consiste en una modificacion de 2'-O-metilo y
una modificacion de 2'-flior, en el que la hebra no codificante comprende dos enlaces internucleotidicos fosforotioato
en el extremo 5' y dos enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 3', en el que la hebra codificante esta
conjugada con uno o mas derivados de GalNAc unidos mediante un conector bivalente o trivalente ramificado en el
extremo 3', y en el que "sustancialmente todos" de los nucleétidos que estan modificados significa que no mas de 5,
4, 3, 2 o 1 nucledtidos estan sin modificar.

En una realizacién, una de las 3 diferencias de nucleétidos en la secuencia de nucleétidos de la hebra no codificante
es un desapareamiento de nucledtido en la region semilla de la hebra no codificante. En una realizacion, la hebra no
codificante comprende una base universal en el nucleétido desapareado.

En una realizacion, todos los nucledtidos de dicha hebra codificante y todos los nucledtidos de dicha hebra no
codificante comprenden una modificacion.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona agentes de iARN, por ejemplo, agentes de iARN bicatenario, que
pueden inhibir la expresion de Serpinal en una célula, en los que el agente de iARN bicatenario comprende una
hebra codificante sustancialmente complementaria a una hebra no codificante, en los que la hebra no codificante
comprende una regién sustancialmente complementaria a parte de un ARNm que codifica Serpina1, en los que cada
hebra tiene aproximadamente 14 a aproximadamente 30 nucleétidos de longitud, en los que el agente de iARN
bicatenario se representa por la formula (l11):

sentido: 5' np-Na-(XXX)i-Nb -YYY-Np-(ZZZ)-Na-ng 3'
antisentido: 3' np-Na-(X'X'X)-Np'-YY'Y'-Np'-(Z'Z'Z')-Na'-ng' 5' (1
en la que:

i, j, ky I son cada uno independientemente 0 0 1;
p, P, q Yy q' son cada uno independientemente 0-6;

cada Na y N;' representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-25
nucledétidos que estan tanto modificados como sin modificar o combinaciones de los mismos, comprendiendo
cada secuencia al menos dos nucleétidos modificados de forma diferente;

cada N, y Ny representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-10
nucleétidos que estan tanto modificados como sin modificar o combinaciones de los mismos;

cada np, np', Nq Y Ng', cada uno de los cuales puede o puede no estar presente, representa independientemente
un nucleétido protuberante;
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XXX, YYY, Z2ZZ, XXX, YY'Y' y Z'ZZ' representan cada uno independientemente un motivo de tres
modificaciones idénticas en tres nucleétidos consecutivos, y en los que las modificaciones son modificaciones
2'-O-metilo o 2'-fldor;

modificaciones en Ny se diferencian de la modificacion en Y y maodificaciones en N,' se diferencian de la
modificaciéon en Y'; y

en los que la hebra codificante esta conjugada con al menos un ligando.

En otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona agentes de iARN, por ejemplo, agentes de iARN
bicatenario, que pueden inhibir la expresién de Serpinal en una célula, en los que el agente de iARN bicatenario
comprende una hebra codificante sustancialmente complementaria a una hebra no codificante, en los que la hebra
no codificante comprende una regién sustancialmente complementaria a parte de un ARNm que codifica Serpina1,
en los que cada hebra tiene aproximadamente 14 a aproximadamente 30 nucleétidos de longitud, en los que el
agente de iARN bicatenario se representa por la formula (I11):

sentido: 5" np-Na-(XXX)-Nb-YYY-Np-(ZZZ);-Na-ng 3'
antisentido: 3' np-Na-(X'X'X)-Np'-Y'Y'Y'-Np'-(Z'Z'Z')-Na'-ng' 5' ()
en la que:

i, j, ky I son cada uno independientemente 0 0 1;

cada np, nq Y ng', cada uno de los cuales puede o puede no estar presente, representa independientemente un
nucleétido protuberante;

p, gy q' son cada uno independientemente 0-6;
ny' >0 y al menos un ny' esta ligado a un nucledtido vecino mediante un enlace fosforotioato;

cada Na y N;' representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-25
nucledétidos que estan tanto modificados como sin modificar o combinaciones de los mismos, comprendiendo
cada secuencia al menos dos nucleétidos modificados de forma diferente;

cada N, y Ny’ representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-10
nucleétidos que estan tanto modificados como sin modificar o combinaciones de los mismos;

XXX, YYY, Z2ZZ, XXX, YY'Y' y Z'ZZ' representan cada uno independientemente un motivo de tres
modificaciones idénticas en tres nucleétidos consecutivos, y en los que las modificaciones son modificaciones
2'-O-metilo o 2'-fluor;

modificaciones en Ny se diferencian de la modificacion en Y y maodificaciones en N,' se diferencian de la
modificaciéon en Y'; y

en los que la hebra codificante esta conjugada con al menos un ligando.

En otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona agentes de iARN, por ejemplo, agentes de iARN bicatenario,
que pueden inhibir la expresion de Serpinal en una célula, en los que el agente de iARN bicatenario comprende una
hebra codificante sustancialmente complementaria a una hebra no codificante, en los que la hebra no codificante
comprende una regién sustancialmente complementaria a parte de un ARNm que codifica Serpina1, en los que cada
hebra tiene aproximadamente 14 a aproximadamente 30 nucleétidos de longitud, en los que el agente de iARN
bicatenario se representa por la formula (l11):

sentido: 5' np-Na-(XXX)i-Nb -YYY-Np~(ZZZ)-Na-nq 3'
antisentido: 3' np-Na-(X'X'X)-Np'-Y'Y'Y'-Np'-(Z'Z'Z')1-Na-ng' 5' ()
en la que:

i, j, ky I son cada uno independientemente 0 0 1;

cada np, nNq Y ng', cada uno de los cuales puede o puede no estar presente, representa independientemente un
nucleétido protuberante;

p, gy q' son cada uno independientemente 0-6;

ny' >0 y al menos un np' esta ligado a un nucledtido vecino mediante un enlace fosforotioato;
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cada Na y N;' representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-25
nucledétidos que estan tanto modificados como sin modificar o combinaciones de los mismos, comprendiendo
cada secuencia al menos dos nucleétidos modificados de forma diferente;

cada N, y Ny’ representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-10
nucleétidos que estan tanto modificados como sin modificar o combinaciones de los mismos;

XXX, YYY, Z2ZZ, XXX, YY'Y' y Z'ZZ' representan cada uno independientemente un motivo de tres
modificaciones idénticas en tres nucleétidos consecutivos, y en los que las modificaciones son modificaciones
de 2'-O-metilo o 2'-fltor;

modificaciones en Ny se diferencian de la modificacion en Y y maodificaciones en N,' se diferencian de la
modificaciéon en Y'; y

en los que la hebra codificante esta conjugada con al menos un ligando, en la que el ligando es uno o mas
derivados de GalNAc unidos mediante un conector ramificado bivalente o trivalente.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona agentes de iARN, por ejemplo, agentes de iARN bicatenario
que pueden inhibir la expresion de Serpinal en una célula, en los que el agente de iARN bicatenario comprende una
hebra codificante sustancialmente complementaria a una hebra no codificante, en los que la hebra no codificante
comprende una regién sustancialmente complementaria a parte de un ARNm que codifica Serpina1, en los que cada
hebra tiene aproximadamente 14 a aproximadamente 30 nucleétidos de longitud, en los que el agente de iARN
bicatenario se representa por la formula (l11):

sentido: 5' np -Na-(X XX) i-Nb -Y YY -Np -(Z ZZ); -N; -ngq, 3'
antisentido: 3' np-Na-(X'X'X)-Np'-Y'Y'Y'-Np'-(Z'Z'Z')-Na'-ng' 5' ()
en la que:

i, j, ky I son cada uno independientemente 0 o 1;

cada np, nq Y ng', cada uno de los cuales puede o puede no estar presente, representa independientemente un
nucleétido protuberante;

p, gy q' son cada uno independientemente 0-6;
ny' >0 y al menos un np' esta ligado a un nucleétido vecino mediante un enlace fosforotioato;

cada Na y N;' representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-25
nucledétidos que estan tanto modificados como sin modificar o combinaciones de los mismos, comprendiendo
cada secuencia al menos dos nucleétidos modificados de forma diferente;

cada N, y Ny’ representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-10
nucleétidos que estan tanto modificados como sin modificar o combinaciones de los mismos;

XXX, YYY, Z2ZZ, XXX, YY'Y' y Z'ZZ' representan cada uno independientemente un motivo de tres
modificaciones idénticas en tres nucleétidos consecutivos, y en los que las modificaciones son modificaciones
de 2'-O-metilo o 2'-fluor;

modificaciones en Ny se diferencian de la modificacion en Y y maodificaciones en N,' se diferencian de la
modificacion en Y";

en los que la hebra codificante comprende al menos un enlace fosforotioato; y

en los que la hebra codificante esta conjugada con al menos un ligando, en la que el ligando es uno o mas
derivados de GalNAc unidos mediante un conector ramificado bivalente o trivalente.

En otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona agentes de iARN, por ejemplo, agentes de iARN
bicatenario, que pueden inhibir la expresién de Serpinal en una célula, en los que el agente de iARN bicatenario
comprende una hebra codificante sustancialmente complementaria a una hebra no codificante, en los que la hebra
no codificante comprende una regién sustancialmente complementaria a parte de un ARNm que codifica Serpina1,
en los que cada hebra tiene aproximadamente 14 a aproximadamente 30 nucleétidos de longitud, en los que el
agente de iARN bicatenario se representa por la formula (I1):

sentido: 5" Np-Na-YYY-Na-ng 3'
antisentido: 3' np-Na-Y'Y'Y'-Na'-ng' 5' (Iha)
en la que:
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cada np, nq Y ng', cada uno de los cuales puede o puede no estar presente, representa independientemente un
nucleétido protuberante;

p, gy q' son cada uno independientemente 0-6;
ny' >0 y al menos un np' esta ligado a un nucledtido vecino mediante un enlace fosforotioato;

cada Na y N;' representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-25
nucledétidos que estan tanto modificados como sin modificar o combinaciones de los mismos, comprendiendo
cada secuencia al menos dos nucleétidos modificados de forma diferente;

YYY e Y'Y'Y' representan cada uno independientemente un motivo de tres modificaciones idénticas en tres
nucleétidos consecutivos, y en los que las modificaciones son modificaciones de 2'-O-metilo o 2'-fluor;

en los que la hebra codificante comprende al menos un enlace fosforotioato; y

en los que la hebra codificante esta conjugada con al menos un ligando, en la que el ligando es uno o mas
derivados de GalNAc unidos mediante un conector ramificado bivalente o trivalente.

En una implementacion, Na' comprende 1-25 nucledtidos, y en la que uno de las 1-25 nucleétidos en una de las
posiciones 2-9 del extremo 5' es un desapareamiento de nucleétido. En una realizacion, la base desapareada es una
base universal.

La presente divulgacion también proporciona células, vectores, células huésped y composiciones farmacéuticas que
comprenden los agentes de iARN bicatenario de la invencion.

La presente divulgacion proporciona agente de iARN seleccionado del grupo de agentes de iARN enumerado en una
cualquiera de las Tablas 1, 2,5, 7,8y 9.

La presente divulgacién también proporciona una composicion que comprende un agente antisentido de
polinucledtido modificado. El agente es capaz de inhibir la expresion de Serpinal en una célula, y comprende una
secuencia complementaria a una secuencia sentido seleccionada del grupo de las secuencias enumeradas en una
cualquiera de las Tablas 1, 2, 5, 7, 8 y 9, en la que el polinucleétido tiene aproximadamente 14 a aproximadamente
30 nucledtidos de longitud.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una célula in vitro que contiene el agente de iARN bicatenario de
la invencion.

En algunas implementaciones, el agente de iARN se administra usando una composicién farmacéutica.

En implementaciones preferidas, el agente de iARN se administra en una disolucion. En algunas de tales
implementaciones, el ARNip se administra en una disolucién no tamponada. En una implementacion, el ARNip se
administra en agua. En otras implementaciones, el ARNip se administra con una disolucién de tampén, tal como un
tampodn acetato, un tampoén citrato, un tampoén prolamina, un tampén carbonato, o un tampén fosfato o cualquier
combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, la disolucion de tampdn es solucién salina tamponada con
fosfato (PBS).

En una implementacion, las composiciones farmacéuticas comprenden ademas una formulaciéon de lipido. En un
aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos para inhibir la expresion de Serpinal en una célula. Los
métodos incluyen poner en contacto la célula con un agente de iARN, por ejemplo, un agente de iARN bicatenario,
composicion, vector, o una composicion farmacéutica de la invencion; y mantener la célula producida en la etapa (a)
durante un tiempo suficiente para obtener la degradacion del transcrito de ARNm de un gen Serpina1, inhibiendo asi
la expresion del gen Serpinal en la célula.

En una implementacion, la célula esta dentro de un sujeto.
En una implementacion, el sujeto es un ser humano.

En una implementacion, la expresion de Serpinal se inhibe al menos aproximadamente el 30 %, 35 %, 40 %, 45 %,
50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 %.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos de tratamiento de un sujeto que tiene una enfermedad
asociada a Serpina1. Los métodos incluyen administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
de iARN, por ejemplo, un agente de iARN bicatenario, composicién, vector, o una composicion farmacéutica de la
invencion, tratandose asi el sujeto.

En otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona métodos de tratamiento de un sujeto que tiene un trastorno
asociado a Serpinal. Los métodos incluyen administrar por via subcutanea al sujeto una cantidad terapéuticamente
eficaz de un agente de iARN bicatenario, en el que el agente de iARN bicatenario comprende una hebra codificante
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y una hebra no codificante que forman una region bicatenaria, en el que la hebra codificante comprende al menos 15
nucledtidos contiguos que se diferencian en no mas de 3 nucledtidos de una cualquiera de las secuencias de
nucledtidos de SEQID NO: 1, SEQIDNO:2, o SEQIDNO:3, SEQIDNO:4, SEQIDNO:5, SEQID NO: 6,
SEQID NO: 7, SEQID NO: 8, SEQIDNO:9, SEQIDNO: 10, o SEQIDNO: 11, y la hebra no codificante
comprende al menos 15 nucleétidos contiguos que se diferencian en no mas de 3 nucleétidos de una cualquiera de
las secuencias de nucledtidos de SEQIDNO:15, SEQIDNO:16, o SEQIDNO: 17, SEQID NO: 18,
SEQID NO: 19, SEQIDNO:20, SEQIDNO:21, SEQIDNO:22, SEQIDNO:23, SEQIDNO:24, o
SEQ ID NO: 25, en el que sustancialmente todos los nucleétidos de la hebra no codificante comprenden una
modificacion seleccionada del grupo que consiste en una modificacion de 2'-O-metilo y una modificacion de 2'-fluor,
en el que la hebra no codificante comprende dos enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 5' y dos
enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 3', en el que sustancialmente todos los nucleétidos de la hebra
codificante comprenden una modificacion seleccionada del grupo que consiste en una modificacion de 2'-O-metilo y
una modificacion de 2'-flior, en el que la hebra codificante comprende dos enlaces internucleotidicos fosforotioato en
el extremo 5'y, en el que la hebra codificante esta conjugada con uno o mas derivados de GalNAc unidos mediante
un conector bivalente o trivalente ramificado en el extremo 3', tratandose asi el sujeto.

En una implementacién, una de las 3 diferencias de nucleétidos en la secuencia de nucleétidos de la hebra no
codificante es un desapareamiento de nucleétido en la region semilla de la hebra no codificante. En una
implementacion, la hebra no codificante comprende una base universal en el nucleétido desapareado.

En una implementacion, todos los nucleétidos de la hebra codificante y todos los nucleétidos de la hebra no
codificante comprenden una modificacion.

En una implementacion, la enfermedad asociada a Serpinal es un trastorno del higado, por ejemplo, enfermedad
hepatica crénica, inflamacién del higado, cirrosis, fibrosis hepatica y/o carcinoma hepatocelular

En una implementacion, la administracion del agente de iARN al sujeto produce una disminucion en la cirrosis
hepatica, fibrosis y/o acumulacion de proteina Serpinal en el higado. En otra realizacion, la administracion del
agente de iARN al sujeto produce, por ejemplo, produce ademas, una disminucion en la inflamacion pulmonar.

En una implementacion, el sujeto es un ser humano.

En una implementacion, el agente de iARN, por ejemplo, el agente de iARN bicatenario, se administra a una dosis
de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente
50 mg/kg, aproximadamente 10mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 10mg/kg a
aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg
a aproximadamente 25 mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, o aproximadamente
20 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg.

En una implementacion, el agente de iARN, por ejemplo, el agente de iARN bicatenario, se administra via
subcutanea o por via intravenosa.

En todavia otro aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos de inhibicion del desarrollo de carcinoma
hepatocelular en un sujeto que tiene una variante de deficiencia de Serpinal. Los métodos incluyen administrar al
sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente de iARN, por ejemplo, un agente de iARN bicatenario,
composicion, vector o una composicion farmacéutica de la invencion, inhibiéndose asi el desarrollo de carcinoma
hepatocelular en el sujeto.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos de inhibicion del desarrollo de carcinoma
hepatocelular en un sujeto que tiene una variante de deficiencia de Serpina1. Los métodos incluyen administrar por
via subcutanea al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente de iARN bicatenario, en el que el
agente de iARN bicatenario comprende una hebra codificante y una hebra no codificante que forman una region
bicatenaria, en el que la hebra codificante comprende al menos 15 nucleétidos contiguos que se diferencian en no
mas de 3 nucledtidos de una cualquiera de las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO: 1, SEQIDNO: 2, o
SEQID NO: 3, SEQIDNO:4, SEQIDNO:5, SEQIDNO:6, SEQIDNO:7, SEQIDNO:8, SEQID NO:9,
SEQ ID NO: 10, o SEQ ID NO: 11, y la hebra no codificante comprende al menos 15 nucleétidos contiguos que se
diferencian en no mas de 3 nucleétidos de una cualquiera de las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO: 15,
SEQIDNO:16, o SEQIDNO:17, SEQIDNO:18, SEQIDNO:19, SEQIDNO:20, SEQID NO: 21,
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, o SEQ ID NO: 25, en el que sustancialmente todos los nucleétidos
de la hebra no codificante comprenden una modificacion seleccionada del grupo que consiste en una modificacion
de 2-O-metilo y una modificacion de 2'-flior, en el que la hebra no codificante comprende dos enlaces
internucleotidicos fosforotioato en el extremo 5' y dos enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 3', en el
que sustancialmente todos los nucleétidos de la hebra codificante comprenden una modificacién seleccionada del
grupo que consiste en una modificacion de 2'-O-metilo y una modificacion de 2'-fluor, en el que la hebra codificante
comprende dos enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 5' y, en el que la hebra codificante esta
conjugada con uno o mas derivados de GalNAc unidos mediante un conector bivalente o trivalente ramificado en el
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extremo 3', inhibiéndose asi el desarrollo de carcinoma hepatocelular en el sujeto que tiene una variante de
deficiencia de Serpina1.

En una implementacién, una de las 3 diferencias de nucleétidos en la secuencia de nucleétidos de la hebra no
codificante es un desapareamiento de nucleétido en la region semilla de la hebra no codificante. En una
implementacion, la hebra no codificante comprende una base universal en el nucleétido desapareado.

En una implementacion, todos los nucleétidos de la hebra codificante y todos los nucleétidos de la hebra no
codificante comprenden una modificacion.

En una implementacion, el sujeto es un primate o roedor. En otra implementacion, el sujeto es un ser humano.

En una implementacion, el agente de iARN, por ejemplo, el agente de iARN bicatenario, se administra a una dosis
de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg o aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente
50 mg/kg. En otra implementacion, el agente de iARN bicatenario se administra a una dosis de aproximadamente
10 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg.

En una implementacion, el agente de iARN, por ejemplo, el agente de iARN bicatenario, se administra a una dosis
de aproximadamente 3 mg/kg. En otra implementacion, el agente de iARN bicatenario se administra a una dosis de
aproximadamente 10 mg/kg. En otra implementacion mas, el agente de iARN bicatenario se administra a una dosis
de aproximadamente 0,5 mg/kg dos veces por semana. En otra implementacion mas, el agente de iARN bicatenario
se administra a una dosis de aproximadamente 10 mg/kg cada dos semanas. En otra implementacion mas, el agente
de iARN bicatenario se administra a una dosis de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1 mg/kg una vez por
semana.

En una implementacion, el agente de iARN, por ejemplo, el agente de iARN bicatenario, se administra dos veces por
semana. En otra implementacion, el agente de iARN se administra cada dos semanas.

En una implementacion, el agente de iARN, por ejemplo, el agente de iARN bicatenario, se administra via
subcutanea o por via intravenosa.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos de reduccién de la acumulacién de Serpinail
erroneamente plegada en el higado de un sujeto que tiene una variante de deficiencia de Serpinal. Los métodos
incluyen administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente de iARN, por ejemplo, un agente
de iARN bicatenario, composicioén, vector, o una composicion farmacéutica de la invencioén, reduciéndose asi la
acumulacioén de Serpinal erréneamente plegada en el higado del sujeto.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos de reduccién de la acumulacién de Serpinail
erroneamente plegada en el higado de un sujeto que tiene una variante de deficiencia de Serpinal. Los métodos
incluyen administrar por via subcutanea al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente de iARN
bicatenario, en el que el agente de iARN bicatenario comprende una hebra codificante y una hebra no codificante
que forman una region bicatenaria, en el que la hebra codificante comprende al menos 15 nucleétidos contiguos que
se diferencian en no mas de 3 nucleétidos de una cualquiera de las secuencias de nucleédtidos de SEQ ID NO: 1,
SEQIDNO:2, o SEQIDNO:3, SEQIDNO:4, SEQIDNO:5, SEQIDNO:6, SEQIDNO: 7, SEQID NO: 8§,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, o SEQ ID NO: 11, y la hebra no codificante comprende al menos 15 nucleétidos
contiguos que se diferencian en no mas de 3 nucleétidos de una cualquiera de las secuencias de nucleétidos de
SEQID NO: 15, SEQIDNO:16, o SEQIDNO:17, SEQIDNO:18, SEQIDNO:19, SEQID NO: 20,
SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQIDNO: 24, o SEQID NO: 25, en el que sustancialmente
todos los nucleodtidos de la hebra no codificante comprenden una modificacion seleccionada del grupo que consiste
en una modificacion de 2'-O-metilo y una modificacion de 2'-flior, en el que la hebra no codificante comprende dos
enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 5' y dos enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo
3", en el que sustancialmente todos los nucleétidos de la hebra codificante comprenden una modificacion
seleccionada del grupo que consiste en una modificacion de 2'-O-metilo y una modificacion de 2'-flior, en el que la
hebra codificante comprende dos enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 5' y, en el que la hebra
codificante esta conjugada con uno o mas derivados de GalNAc unidos mediante un conector bivalente o trivalente
ramificado en el extremo 3', reduciéndose asi la acumulacién de Serpinal erréneamente plegada en el higado del
sujeto que tiene una variante de deficiencia de Serpina.

En una implementacién, una de las 3 diferencias de nucleétidos en la secuencia de nucleétidos de la hebra no
codificante es un desapareamiento de nucleétido en la region semilla de la hebra no codificante. En una
implementacion, la hebra no codificante comprende una base universal en el nucleétido desapareado.

En una implementacion, todos los nucleétidos de la hebra codificante y todos los nucleétidos de la hebra no
codificante comprenden una modificacion.

En una implementacion, el sujeto es un primate o roedor. En otra implementacion, el sujeto es un ser humano.
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En una implementacion, el agente de iARN, por ejemplo, el agente de iARN bicatenario, se administra a una dosis
de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg o aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente
50 mg/kg. En otra implementacion, el agente de iARN bicatenario se administra a una dosis de aproximadamente
10 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg.

En una implementacion, el agente de iARN, por ejemplo, el agente de iARN bicatenario, se administra por via
subcutanea o por via intravenosa.

La Figura 1 es un grafico que representa la eficacia in vivo y duracion de la respuesta para los ARNip indicados en
ratones transgénicos que expresan la forma Z-AAT de AAT humana.

Las Figuras 2A-2B representan la eficacia in vivo de cinco ARNip con valores de CI50 bajos. Se inyectaron ratones
transgénicos que expresan el alelo Z-AAT humana con 10 mg/kg de duplex de ARNip en el dia 0 y se siguié AAT
humana en suero durante 21 dias después de la dosis (Figura 2A). Cada punto representa un promedio de tres
ratones y las barras de error reflejan la desviacion estandar. La Figura 2B representa niveles de ARNm de hAAT en
higado normalizados a GAPDH para cada grupo. Las barras reflejan el promedio y las barras de error reflejan la
desviacién estandar.

Las Figuras 3A-3C representan la supresion de AAT duradera de una manera sensible a la dosis. La Figura 3A
representa especificamente la curva de eficacia que muestra la inactivacion maxima de niveles de proteina hAAT en
suero alcanzados a diferentes dosis de AD-59054 administrado por via subcutanea a ratones transgénicos. Cada
punto es un promedio de tres animales y las barras de error representan la desviacion estandar. La duracion de la
inactivacion después de una dosis Unica de ARNip de AAT a 0,3, 1, 3 o 10 mg/kg se muestra en la Figura 3B. Los
niveles de hAAT se normalizaron al promedio de tres sangrados previos para cada animal. El grupo de PBS sirve de
control para reflejar la variabilidad en los niveles de hAAT en suero. Cada punto de datos es un promedio de tres
animales y las barras de error reflejan la desviacion estandar. En la Figura 3C, los animales se administraron con
AD-59054 a una dosis de 0,5 mg/kg dos veces a la semana. Cada punto de datos es un promedio con respecto a
hAAT de suero de cuatro animales y las barras de error reflejan la desviacion estandar.

Las Figuras 4A-4D representan la disminucion de la incidencia de tumor con reduccion en Z-AAT. La Figura 4A
representa el disefio del estudio por el cual ratones envejecidos con higados fibréticos se administraron por via
subcutanea una vez cada dos semanas (Q2W) con PBS o 10 mg/kg de duplex de ARNip AD58681 durante 11 dosis
y se sacrificaron 7 dias después de la ultima dosis. La Figura 4B muestra los niveles de ARNm de hAAT en higado
en grupos de control y tratados. La Figura 4C muestra los niveles en higado de ARNm de Col1a2 en grupos de
control y tratados. La Figura 4D representa los niveles en higado de ARNm de PtPrc en grupos de control y tratados.

Las Figuras 5A-5C representan la disminucion de la incidencia de tumor con reduccion en Z-AAT. Se recogieron
muestras de suero de ratones tratados segun el disefio del estudio de la Figura 4A para monitorizar el grado de
supresion de hAAT. La Figura 5A representa niveles de proteina hAAT en suero después de la primera dosis. La
Figura 5B y Figura 5C representan tincion con PAS de secciones de higado de dos compafieros de camada tratados
con ya sea PBS o ARNip de AAT. Los puntos de color mas oscuro representan los globulos o agregados de Z-AAT.

La Figura 6 representa la eficacia in vivo de los compuestos indicados.

Las Figuras 7A y 7B son graficos que representa la duraciéon de la inactivacion de AAT en primates no humanos
después de una dosis Unica de AD-59054, AD-61719, o AD-61444 a una dosis de 1 mg/kg (7A) o 3 mg/kg (7B).
Cada punto de datos es un promedio de tres animales y las barras de error reflejan la desviacion estandar.

La Figura 8A muestra la secuencia de nucledtidos de Serpinal de Homo sapiens, variante de transcrito 1
(SEQ ID NO: 1); la Figura 8B muestra la secuencia de nucleétidos de Serpinal de Homo sapiens, variante de
transcrito 3 (SEQ ID NO: 2); la Figura 8C muestra la secuencia de nucleédtidos de Serpinal de Homo sapiens,
variante de transcrito 2 (SEQ ID NO: 3); la Figura 8D muestra la secuencia de nucleétidos de Serpinal de Homo
sapiens, variante de transcrito 4 (SEQ ID NO: 4); la Figura 8E muestra la secuencia de nucleétidos de Serpinal de
Homo sapiens, variante de transcrito 5 (SEQ ID NO: 5); la Figura 8F muestra la secuencia de nucleétidos de
Serpinal de Homo sapiens, variante de transcrito 6 (SEQ ID NO: 6); la Figura 8G muestra la secuencia de
nucledtidos de Serpinal de Homo sapiens, variante de transcrito 7 (SEQID NO: 7); la Figura 8H muestra la
secuencia de nucledtidos de Serpinal de Homo sapiens, variante de transcrito 8 (SEQ ID NO: 8); la Figura 8l
muestra la secuencia de nucledtidos de Serpinal de Homo sapiens, variante de transcrito 9 (SEQ ID NO: 9); la
Figura 8J muestra la secuencia de nucledtidos de Serpinal de Homo sapiens, variante de transcrito 10
(SEQ ID NO: 10); la Figura 8K muestra la secuencia de nucleétidos de Serpinal de Homo sapiens, variante de
transcrito 11 (SEQ ID NO: 11); la Figura 8L muestra la secuencia de nucledtidos de Serpinal de Macaca mulatta
(SEQ ID NO: 12); la Figura 8M muestra la secuencia de nucledtidos de Serpinal de Macaca mulatta, variante de
transcrito 6 (SEQ ID NO: 13); la Figura 8N muestra la secuencia de nucleétidos de Serpinal de Macaca mulatta,
variante de transcrito 4 (SEQID NO: 14); la Figura 80 muestra el complemento inverso de SEQID NO: 1
(SEQ ID NO: 15); la Figura 8P muestra el complemento inverso de SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 16); la Figura 8Q
muestra el complemento inverso de SEQ ID NO: 3 (SEQ ID NO: 17); la Figura 8R muestra el complemento inverso
de SEQIDNO:4 (SEQIDNO:18); la Figura 8S muestra el complemento inverso de SEQIDNO:5
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(SEQ ID NO: 19); la Figura 8T muestra el complemento inverso de SEQ ID NO: 6 (SEQ ID NO: 20); la Figura 8U
muestra el complemento inverso de SEQ ID NO: 7 (SEQ ID NO: 21); la Figura 8V muestra el complemento inverso
de SEQIDNO:8 (SEQIDNO:22); la Figura 8W muestra el complemento inverso de SEQID NO:9
(SEQ ID NO: 23); la Figura 8X muestra el complemento inverso de SEQ ID NO: 10 (SEQ ID NO: 24); la Figura 8Y
muestra el complemento inverso de SEQ ID NO: 11 (SEQ ID NO: 25); la Figura 8Z muestra el complemento inverso
de SEQIDNO: 12 (SEQID NO: 26); la Figura 8AA muestra el complemento inverso de SEQ ID NO: 13
(SEQ ID NO: 27); y Figura 8AB muestra el complemento inverso de SEQ ID NO: 14 (SEQ ID NO: 28).

La presente divulgacion proporciona composiciones que comprenden agentes, por ejemplo, oligonucleotidos
monocatenarios y bicatenarios, por ejemplo, agentes de iARN, por ejemplo, agentes de ARNi bicatenario, que se
dirigen a Serpinal. También se desvelan métodos de uso de las composiciones de la invencién para inhibir la
expresion de Serpinal y para tratar enfermedades asociadas a Serpina1, tales como trastornos del higado, por
ejemplo, enfermedad hepatica crénica, inflamacion del higado, cirrosis, fibrosis hepatica y/o carcinoma
hepatocelular.

|. Definiciones

Con el fin de que la presente invencién pueda entenderse mas facilmente, ciertos términos se definen primero.
Ademas, debe observarse que siempre que se cite un valor o intervalo de valores de un parametro, se pretende que
valores e intervalos intermedios a los valores citados también sean parte de la presente invencion.

Los articulos "un" y "una" se usan en el presente documento para referirse a uno o a mas de uno (es decir, a al
menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un
elemento, por ejemplo, una pluralidad de elementos.

El término "que incluye" se usa en el presente documento para significar, y se usa indistintamente con, la expresion
"que incluye, pero no se limita a".

El término "o" se usa en el presente para significar, y se usa indistintamente con, el término "y/o", a menos que el
contexto indique claramente de otro modo.

Como se usa en el presente documento, "Serpina1" se refiere al inhibidor de serpina peptidasa, clado A, gen o
proteina de miembro 1. Serpinal también se conoce como alfa-1-antitripsina, a-1-antitripsina, AAT, inhibidor de la
proteasa 1, PI, PI1, antielastasa y antitripsina.

El término Serpina1 incluye Serpina1 humana, cuya secuencia de aminoacidos y de nucleotidos puede encontrarse
en, por ejemplo, N.° de acceso de GenBank GIl:189163524 (SEQ ID NO: 1), GIl:189163525 (SEQ ID NO: 2),
Gl:189163526 (SEQ ID NO: 3), Gl:189163527 (SEQ ID NO: 4), GI:189163529 (SEQ ID NO:5), GIl:189163531
(SEQ ID NO: 6), GI:189163533 (SEQ ID NO: 7), GIl:189163535 (SEQ ID NO: 8), GI:189163537 (SEQ ID NO: 9),
Gl:189163539 (SEQ ID NO: 10), y/o Gl:189163541 (SEQID NO: 11); Serpinal de rhesus, cuya secuencia de
aminoacidos y de nucledtidos puede encontrarse en, por ejemplo, N.° de acceso de GenBank GIl:402766667
(SEQ ID NO: 12), GI:297298519 (SEQ ID NO: 13) y/o GI:297298520 (SEQ ID NO: 14); Serpinal de raton, cuya
secuencia de aminoacidos y de nucleotidos puede encontrarse en, por ejemplo, N.° de acceso de GenBank
G1:357588423 y/o GI:357588426; y rata, cuya secuencia de aminoacidos y de nucledtidos puede encontrarse en, por
ejemplo, N.° de acceso de GenBank GI:77020249. Ejemplos adicionales de secuencias de ARNm de Serpina1 estan
facilmente disponibles usando, por ejemplo, GenBank y OMIM.

Se han identificado mas de 120 alelos de Serpina1 y los alelos "M" se consideran el alelo no mutante o "normal" (por
ejemplo, "PIM1-ALA213" (también conocido como PI, M1A), "PIM1-VAL213" (también conocido como PI, MIV),
"PIM2", "PIM3" y PIM4"). Pueden encontrarse variantes adicionales en, por ejemplo, la base de datos A(1)ATVar
(véase, por ejemplo, Zaimidou, S., et al. (2009) Hum Mutat. 230(3):308-13 y www.goldenhelix.org/A1ATVar).

Como se usa en el presente documento, el término "alelo de deficiencia de Serpinal" se refiere a un alelo de
variante que produce proteinas que no se pliegan apropiadamente y pueden agregarse intracelularmente y, asi, no
non apropiadamente transportadas del sitio de sintesis en el higado al sitio de accién dentro del cuerpo.

Alelos de deficiencia de Serpina1l a modo de ejemplo incluyen, el "alelo Z", el "alelo S", el "alelo PIM(Malton)" y el
"alelo PIM(Procida)".

Como se usa en el presente documento, los términos "alelo Z", "PIZ" y "Z-AAT" se refieren a un alelo de variante de
Serpinal en el que el aminoacido en la posicion 342 de la proteina cambia de una glutamina a una lisina como
resultado del coddn relevante que cambia de GAG a AAG. Un sujeto homocigético para un alelo Z puede
denominarse "PIZZ". Mutaciones Z-AAT representan el 95 % de los pacientes con deficiencia de Serpinal y se
estima que esta presente en 100.000 estadounidenses y aproximadamente 3 millones de individuos en el mundo. El
alelo Z alcanza frecuencias polimorficas en caucasicos y es raro o esta ausente en asiaticos y negros. El fenotipo ZZ
homocigoético esta asociado a un alto riesgo de tanto enfisema como enfermedad hepatica. La proteina Z-AAT no se
pliega correctamente en el reticulo endoplasmico, conduciendo a polimeros de hoja en bucle que se agregan y
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reducen la secrecion, provocacion de la respuesta de la proteina no plegada, apoptosis, respuesta de sobrecarga del
reticulo endoplasmico, autofagia, estrés mitocondrial y funciéon de hepatocitos alterada.

Como se usa en el presente documento, los términos "PIM(Malton)" y "M(Malton)-AAT" se refieren a un alelo de
variante de Serpinal en el que uno de los restos de fenilalanina adyacentes en la posicién 51 o 52 de la proteina
madura esta delecionado. La delecion de este aminoacido acorta una hebra de la hoja beta, B6, previniendo el
procesamiento normal y secrecion en el higado que esta asociado a inclusiones de hepatocitos y secrecion alterada
de la proteina del higado.

Como se usa en el presente documento, el término "PIS" se refiere a un alelo de variante de Serpina1 en el que un
acido glutamico en la posicion 264 esta sustituido con valina. Aunque la mayor parte de esta proteina de variante es
degradada intracelularmente, hay una alta frecuencia de alelo PIS en la poblacion caucasica y, asi, son frecuentes
los heterocigotos compuestos con un alelo Z o nulo.

Como se usa en el presente documento, "secuencia diana" se refiere a una porcién contigua de la secuencia de
nucleétidos de una molécula de ARNm formada durante la transcripcién de un gen Serpina1, que incluye ARNm que
es un producto del procesamiento de ARN de un producto de transcripcion primario.

Como se usa en el presente documento, el término "hebra que comprende una secuencia" se refiere a un
oligonucledtido que comprende una cadena de nucledtidos que se describe por la secuencia citada usando la
nomenclatura de nucleétidos estandar.

"G", "C", "A" y "U" representan cada uno generalmente un nucleétido que contiene guanina, citosina, adenina y
uracilo como base, respectivamente. "T" y "dT" se usan indistintamente en el presente documento y se refieren a un
desoxirribonucleétido en el que la nucleobase es timina, por ejemplo, desoxirribotimina, 2'-desoxitimidina o timidina.
Sin embargo, se entendera que el término "ribonucledtido” o "nucledtido” o "desoxirribonucledtido” también pueden
referirse a un nucledtido modificado, como se detalla adicionalmente mas adelante, o un resto de sustitucion
sustituto. El experto sabe bien que la guanina, citosina, adenina y uracilo pueden sustituirse con otros restos sin
alterar sustancialmente las propiedades de apareamiento de bases de un oligonucleétido que comprende un
nucleodtido que lleva tal resto de sustitucion. Por ejemplo, sin limitacion, un nucleétido que comprende inosina como
su base puede emparejar bases con nucleétidos que contienen adenina, citosina o uracilo. Por tanto, los nucleétidos
que contienen uracilo, guanina o adenina pueden sustituirse en las secuencias de nucleétidos de la invencion con un
nucledtido que contiene, por ejemplo, inosina. Secuencias que comprenden tales restos de sustitucion son
realizaciones de la invencion. Los términos "ARNi", "agente de iARN", "agente de ARNi", "agente de interferencia de
ARN", como se usan indistintamente en el presente documento, se refieren a un agente que contiene ARN como tal
término se define en el presente documento, y que media en la escision dirigida de un transcrito de ARN mediante
una ruta del complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC). El ARNi dirige la degradacion especifica de
secuencia del ARNm mediante un proceso conocido como interferencia por ARN (iARN). EI ARNi modula, por
ejemplo, inhibe, la expresion de Serpina1 en una célula, por ejemplo, una célula dentro de un sujeto, tal como un
sujeto mamifero.

En una implementacion, un agente de iARN de la divulgacion incluye un ARN monocatenario que interacciona con
una secuencia de ARN diana, por ejemplo, una secuencia de ARNm diana de Serpina1, para dirigir la escision del
ARN diana. Sin desear cefiirse a teoria alguna, se cree que el ARN bicatenario largo introducido en células se rompe
en ARNip por una endonucleasa de tipo Il conocida como Dicer (Sharp et al. (2001) Genes Dev. 15:485). Dicer, una
enzima similar a ribonucleasa-lll, procesa el ARNbc en ARN interferentes pequefios de 19-23 pares de bases con
nucledtidos protuberantes de 3' de dos bases caracteristicos (Bernstein, et al., (2001) Nature 409:363). Entonces, los
ARNip se incorporan en un complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) en el que una o mas helicasas
desenrollan el duplex de ARNip, permitiendo que la hebra no codificante complementaria guie el reconocimiento de
diana (Nykanen, et al., (2001) Cell 107:309). Tras la unién al ARNm diana apropiado, una o mas endonucleasas
dentro del RISC escinden la diana para inducir el silenciamiento (Elbashir, et al., (2001) Genes Dev. 15:188). Asi, en
un aspecto, la invencion se refiere a un ARN monocatenario (ARNip) generado dentro de una célula y que promueve
la formacion de un complejo RISC para efectuar el silenciamiento del gen diana, es decir, un gen Serpinal. Por
consiguiente, el término "ARNip" también se usa en el presente documento para referirse a una iARN como se ha
descrito anteriormente.

En otra implementacion, el agente de iARN puede ser un ARNip monocatenario que se introduce en una célula u
organismo para inhibir un ARNm diana. Los agentes de iARN monocatenarios se unen a la endonucleasa del RISC
Argonaute 2, que entonces escinde el ARNm diana. Los ARNip monocatenarios tienen generalmente 15-30
nucledtidos y estan quimicamente modificados. El disefio y prueba de ARNip monocatenarios se describen en la
patente de EE.UU. N.° 8.101.348 y en Lima et al., (2012) Cell 150: 883-894, cuyos contenidos enteros de cada uno
se incorporan por este documento en el presente documento por referencia. Cualquiera de las secuencias de
nucledtidos antisentido descritas en el presente documento puede usarse como ARNip monocatenario como se
describe en el presente documento o como quimicamente modificado por los métodos descritos en Lima et al.,
(2012) Cell 150;:883-894.
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En otra implementacion mas, la presente invencidon proporciona moléculas de oligonucledtido antisentido
monocatenario que se dirigen a Serpinal. Una "molécula de oligonucledtido antisentido monocatenario” es
complementaria a una secuencia dentro del ARNm diana (es decir, Serpina1). Las moléculas de oligonucleétido
antisentido monocatenario pueden inhibir la traduccién de una manera estequiométrica por apareamiento de bases
con el ARNm y obstruyendo fisicamente la maquinaria de traduccion, véase Dias, N. et al., (2002) Mol Cancer Ther
1:347-355. Alternativamente, las moléculas de oligonucleétido antisentido monocatenario inhiben un ARNm diana
hibridandose con la diana y escindiendo la diana mediante un evento de escision de RNasaH. La molécula de
oligonucledtido antisentido monocatenario puede tener aproximadamente 10 a aproximadamente 30 nucleétidos de
longitud y tener una secuencia que es complementaria a una secuencia diana. Por ejemplo, la molécula de
oligonucledtido antisentido monocatenario puede comprender una secuencia que tiene al menos aproximadamente
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o mas nucledtidos contiguos de una cualquiera de las secuencias de
nucledtidos antisentido descritas en el presente documento, por ejemplo, las secuencias proporcionadas en una
cualquiera de las Tablas, 1, 2, 5, 7, 8 0 9, o unirse a cualquiera de los sitios diana descritos en el presente
documento. Las moléculas de oligonucledtido antisentido monocatenario pueden comprender ARN, ADN
modificados, o una combinacion de ambos.

En otra implementacion, un "ARNi" para su uso en las composiciones, usos y métodos de la invencion es un ARN
bicatenario y se denomina en el presente documento "el agente de iARN bicatenario”, "molécula de ARN bicatenario
(ARNDbc) ", "agente de ARNbc" o "ARNbc". El término "ARNbc" se refiere a un complejo de moléculas de acidos
ribonucleicos, que tiene una estructura de duplex que comprende dos hebras de acidos nucleicos antiparalelas y
sustancialmente complementarias, que se denomina que tienen orientaciones "sentido" y "antisentido" con respecto
a un ARN diana, es decir, un gen Serpinal. En algunas implementaciones de la invenciéon, un ARN bicatenario
(ARNbc) desencadena la degradacion de un ARN diana, por ejemplo, un ARNm, mediante un mecanismo de

silenciamiento de genes postranscripcional denominado en el presente documento interferencia por ARN o iARN.

En general, la mayoria de los nucleétidos de cada hebra de una molécula de ARNbc son ribonucleétidos, pero como
se describe en detalle en el presente documento, cada una o ambas de las hebras también puede incluir uno o mas
no ribonucleétidos, por ejemplo, un desoxirribonucleétido y/o un nucleétido modificado. Ademas, como se usa en
esta memoria descriptiva, un "agente de iARN" puede incluir ribonucleétidos con modificaciones quimicas; un agente
de iIARN puede incluir modificaciones sustanciales en multiples nucleétidos. Tales modificaciones pueden incluir
todos los tipos de modificaciones desveladas en el presente documento o conocidas en la técnica. Cualquiera de
tales modificaciones, como se usa en una molécula tipo ARNip, esta englobada por "agente de iARN" para los fines
de esta memoria descriptiva y reivindicaciones.

Las dos hebras que forman la estructura de duplex pueden ser porciones diferentes de una molécula de ARN mayor,
o pueden ser moléculas de ARN separadas. Si las dos hebras son parte de una molécula mayor y, por tanto, estan
conectadas por una cadena de nucledtidos sin interrumpir entre el extremo 3' de una hebra y el extremo 5' de la otra
hebra respectiva que forma la estructura de duplex, la cadena de ARN de conexiéon se denomina un "bucle en
horquilla". Si las dos hebras estan conectadas covalentemente por medios distintos de una cadena de nucleétidos
sin interrumpir entre el extremo 3' de una hebra y el extremo 5' de la otra hebra respectiva que forma la estructura de
duplex, la estructura de conexién se denomina un "conector". Las hebras de ARN pueden tener el mismo nimero o
un numero diferente de nucleétidos. El maximo nimero de pares de bases es el nimero de nucleétidos en la hebra
mas corta del ARNbc menos cualquier nucleétido protuberante que esté presente en el duplex. Ademas de la
estructura de duplex, un agente de iARN puede comprender uno o mas nucleétidos protuberantes.

En una implementacion, un agente de iARN de la invencion es un ARNbc de 24-30 nucleétidos que interacciona con
una secuencia de ARN diana, por ejemplo, una secuencia de ARNm diana de Serpina1, para dirigir la escision del
ARN diana. Sin desear cefiirse a teoria alguna, el ARN bicatenario largo introducido en células se rompe en ARNip
por una endonucleasa de tipo Il conocida como Dicer (Sharp et al. (2001) Genes Dev. 15:485). Dicer, una enzima
similar a ribonucleasa-lll, procesa el ARNbc en ARN interferentes pequefios de 19-23 pares de bases con
nucledtidos protuberantes en 3' de dos bases caracteristicos (Bernstein, et al., (2001) Nature 409:363). Entonces, los
ARNip se incorporan en un complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) en el que una o mas helicasas
desenrollan el duplex de ARNip, permitiendo que la hebra no codificante complementaria guie el reconocimiento de
diana (Nykanen, et al., (2001) Cell 107:309). Tras la unién al ARNm diana apropiado, una o mas endonucleasas
dentro del RISC escinden la diana para inducir el silenciamiento (Elbashir, et al., (2001) Genes Dev. 15:188).Como
se usa en el presente documento, un "nucledétido protuberante” se refiere al nucleétido o nucleétidos sin aparear que
sobresalen de la estructura de duplex de un agente de iARN cuando un extremo 3' de una hebra del agente de iARN
se extiende mas alla del extremo 5' de la otra hebra, o viceversa. "Romo" o "extremo romo" significa que no hay
nucledtidos no apareados en ese extremo del agente de iARN bicatenario, es decir, ningun nucleétido protuberante.
Un agente de iARN "de extremos romos" es un ARNbc que es bicatenario en toda su longitud entera, es decir,
ningun nucledtido protuberante en ninguin extremo de la molécula. Los agentes de iARN de la invencion incluyen
agentes de iARN con nucleétidos protuberantes en un extremo (es decir, agentes con un nucledtido protuberante y
un extremo romo) o con nucleotidos protuberantes en ambos extremos.

El término "hebra no codificante" se refiere a la hebra de un agente de iARN bicatenario que incluye una region que
es sustancialmente complementaria a una secuencia diana (por ejemplo, un ARNm de Serpina1 humana). Como se
usa en el presente documento, el término "regién complementaria a parte de un ARNm que codifica Serpina1" se
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refiere a una region en la hebra no codificante que es sustancialmente complementaria a parte de una secuencia de
ARNm de Serpina1. Si la region de complementariedad no es completamente complementaria a la secuencia diana,
los desapareamiento son los mas tolerados en las regiones terminales y, si estan presentes, estan generalmente en
una region o regiones terminales, por ejemplo, dentro de 8, 7, 6, 5, 4, 3 0 2 nucledtidos del extremo 5' y/o 3.

Como se demuestra en los ejemplos de trabajo mas adelante, se ha descubierto sorprendentemente que un Unico
desapareamiento de nucledétido en la region semilla de la hebra no codificante de los agentes de iARN desvelados
en el presente documento fue tolerado por todas las bases, excepto C. La "region semilla" es la region en la hebra
no codificante de un agente de iARN responsable del reconocimiento del ARNm diana y se corresponde con, por
ejemplo, los nucleotidos 2-8 del extremo 5' de la hebra no codificante. Después de hibridarse la region semilla,
Argonaute somete entonces secuencias de ARNm complementarias 10 nucleétidos del extremo 5' de la hebra no
codificante incorporada a la degradacion nucleolitica, produciendo la escisiéon del ARNm diana. Por consiguiente, en
una realizacion, la hebra no codificante de un agente de iARN de la invencién comprende un desapareamiento de
nucledtido en la region semilla de la hebra no codificante, por ejemplo, un desapareamiento en una cualquiera de las
posiciones 2-8 del extremo 5' de la hebra no codificante.

El término "hebra codificante”, como se usa en el presente documento, se refiere a la hebra de un ARNbc que
incluye una region que es sustancialmente complementaria a una regién de la hebra no codificante.

Como se usa en el presente documento, el término "regién de escision" se refiere a una regién que se localiza
inmediatamente adyacente al sitio de escision. El sitio de escision es el sitio sobre la diana en el que se produce la
escision. En algunas implementaciones, la region de escision comprende tres bases en cualquier extremo de, y
inmediatamente adyacentes a, el sitio de escision. En algunas implementaciones, la regiéon de escision comprende
dos bases en cualquier extremo de, e inmediatamente adyacentes a, el sitio de escision. En algunas realizaciones, el
sitio de escision se produce especificamente en el sitio unido por los nucleétidos 10 y 11 de la hebra no codificante,
y la regiéon de escision comprende nucledtidos 11, 12y 13.

Como se usa en el presente documento, y a menos que se indique lo contrario, el término "complementaria”, cuando
se usa para describir una primera secuencia de nucleétidos en relacién con una segunda secuencia de nucledtidos,
se refiere a la capacidad de un oligonucleétido o polinucleétido que comprende la primera secuencia de nucleétidos
para hibridarse y formar una estructura de duplex bajo ciertas condiciones con un oligonucleétido o polinucleétido
que comprende la segunda secuencia de nucleotidos, como entendera el experto. Tales condiciones pueden ser, por
ejemplo, condiciones rigurosas, pudiendo incluir las condiciones rigurosas: NaCl 400 mM, PIPES 40 mM pH 6,4,
EDTA 1 mM, 50 °C o 70 °C durante 12-16 horas seguido de lavado. Pueden aplicarse otras condiciones, tales como
condiciones fisiolégicamente relevantes como pueden encontrarse dentro de un organismo. Por ejemplo, una
secuencia complementaria es suficiente para permitir que avance la funcién relevante del acido nucleico, por
ejemplo, iIARN. El experto podra determinar el conjunto de condiciones mas apropiadas para una prueba de
complementariedad de dos secuencias segun la aplicacion definitiva de los nucleétidos hibridados.

Las secuencias pueden ser "completamente complementarias" entre si cuando hay apareamiento de bases de los
nucledtidos de la primera secuencia de nucleétidos con los nucleétidos de la segunda secuencia de nucleétidos a lo
largo de la longitud entera de la primera y segunda secuencias de nucledtidos. Sin embargo, si una primera
secuencia se denomina "sustancialmente complementaria" con respecto a una segunda secuencia en el presente
documento, las dos secuencias pueden ser completamente complementarias, o pueden formar uno o mas, pero
generalmente no mas de 4, 3 o 2 pares de bases desapareados tras la hibridaciéon, mientras que se retiene la
capacidad para hibridarse en las condiciones mas relevantes para su aplicacion definitiva. Sin embargo, si se
disefian dos oligonucleotidos para formar, tras la hibridacion, uno o mas nucleétidos protuberantes monocatenarios,
tales nucleétidos protuberantes no deben considerarse desapareamientos con respecto a la determinacion de la
complementariedad. Por ejemplo, un ARNbc que comprende un oligonucleétido de 21 nucleétidos de longitud y otro
oligonucledtido de 23 nucledtidos de longitud, en el que el oligonucledtido mas largo comprende una secuencia de
21 nucledtidos que es completamente complementaria al oligonucleétido mas corto, todavia puede denominarse
"completamente complementario” para los fines descritos en el presente documento.

También pueden incluir secuencias "complementarias”, como se usa en el presente documento, o formarse
completamente a partir de, pares de bases no de Watson-Crick y/o pares de bases formados a partir de nucleétidos
no naturales y modificados, en tanto que se cumplan todos los requisitos anteriores con respecto a su capacidad
para hibridarse. Tales pares de bases no de Watson-Crick incluyen, pero no se limitan a, apareamiento de bases de
Wobble o Hoogstein G:U.

Los términos "complementaria", "completamente complementaria”" y "sustancialmente complementaria" en el
presente documento pueden usarse con respecto al apareamiento de bases entre la hebra codificante y la hebra no
codificante de un ARNbc, o entre la hebra no codificante de un ARNbc y una secuencia diana, como se entendera
del contexto de su uso.

Como se usa en el presente documento, un polinucleétido que es "sustancialmente complementario a al menos
parte de" un ARN mensajero (ARNm) se refiere a un polinucleétido que es sustancialmente complementario a una
porcién contigua del ARNm de interés (por ejemplo, un ARNm que codifica Serpina1) que incluye una 5' UTR, un
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marco de lectura abierto (ORF), o una 3' UTR. Por ejemplo, un polinucleétido es complementario a al menos una
parte de un ARNm de Serpina1 si la secuencia es sustancialmente complementaria a una porciéon no interrumpida de
un ARNm que codifica Serpina1.

El término "inhibir", como se usa en el presente documento, se usa indistintamente con "reducir", "silenciar", "regular

por disminucién”, "suprimir" y otros términos similares, e incluye cualquier nivel de inhibicion.

La expresion "inhibir la expresion de un Serpina1", como se usa en el presente documento, incluye la inhibicion de la
expresion de cualquier gen Serpina1 (tal como, por ejemplo, un gen Serpina1 de raton, un gen Serpina1 de rata, un
gen Serpinal de mono o un gen Serpinal humano) ademas de variantes (por ejemplo, variantes que se producen
naturalmente) o mutantes de un gen Serpina1. Asi, el gen Serpina1 puede ser un gen Serpinal no mutante, un gen
Serpinal de variante, un gen Serpinal mutante o un gen Serpinal transgénico en el contexto de una célula
genéticamente manipulada, grupo de células u organismo.

"Inhibir la expresion de un gen Serpina1" incluye cualquier nivel de inhibicion de un gen Serpina1, por ejemplo,
supresion al menos parcial de la expresion de un gen Serpinal, tal como una inhibicion de al menos
aproximadamente el 5 %, al menos aproximadamente el 10 %, al menos aproximadamente el 15 %, al menos
aproximadamente el 20 %, al menos aproximadamente el 25 %, al menos aproximadamente el 30 %, al menos
aproximadamente el 35 %, al menos aproximadamente el 40 %, al menos aproximadamente el 45 %, al menos
aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 55 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos
aproximadamente el 65 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos
aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos
aproximadamente el 91 %, al menos aproximadamente el 92 %, al menos aproximadamente el 93 %, al menos
aproximadamente el 94 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente el 96 %, al menos
aproximadamente el 97 %, al menos aproximadamente el 98 %, o al menos aproximadamente el 99 %.

La expresidon de un gen Serpinal puede evaluarse basandose en el nivel de cualquier variable asociada a la
expresion del gen Serpina1, por ejemplo, nivel de ARNm de Serpina1, nivel de proteina Serpina1 o niveles de AAT
en suero. La inhibicién puede evaluarse por una disminucién en un nivel absoluto o relativo de una o mas de estas
variables en comparacion con un nivel de control. El nivel de control puede ser cualquier tipo de nivel de control que
se utiliza en la materia, por ejemplo, un nivel inicial pre-dosis, o un nivel determinado a partir de un sujeto, célula o
muestra similar que no esta tratado o esta tratado con un control (tal como, por ejemplo, control solo de tampén o
control de agente inactivo).

La expresion "poner en contacto una célula con un agente de iARN bicatenario”, como se usa en el presente
documento, incluye poner en contacto una célula por cualquier medio posible. Poner en contacto una célula con un
agente de iARN bicatenario incluye poner en contacto una célula in vitro con el agente de iARN o poner en contacto
una célula in vivo con el agente de iARN. La puesta en contacto puede hacerse directamente o indirectamente. Asi,
por ejemplo, el agente de iARN puede ponerse en contacto fisico con la célula por la realizacion individual del
método, o alternativamente, el agente de iARN puede ponerse en una situacidon que permitira o hara que
posteriormente se ponga en contacto con la célula.

La puesta en contacto de una célula in vitro puede hacerse, por ejemplo, incubando la célula con el agente de iARN.
La puesta en contacto de una célula in vivo puede hacerse, por ejemplo, inyectando el agente de iARN en o cerca
del tejido en el que la célula se localiza, o inyectando el agente de iARN en ofra area, la circulacion sanguinea o el
espacio subcutaneo, de forma que el agente llegara posteriormente al tejido en el que se localiza la célula que va a
ponerse en contacto. Por ejemplo, el agente de iARN puede contener y/o acoplarse a un ligando, por ejemplo, un
ligando de GalNAc3, que dirige el agente de iARN a un sitio de interés, por ejemplo, el higado. También son posibles
combinaciones de métodos in vitro e in vivo de poner en contacto. A propdsito de los métodos de la invencion, una
célula también podria ponerse en contacto in vitro con un agente de iARN y posteriormente trasplantarse a un sujeto.

Un "paciente" o "sujeto", como se usa en el presente documento, pretende incluir tanto un animal humano como no
humano, preferentemente un mamifero, por ejemplo, un mono. Lo mas preferentemente, el sujeto o paciente es un
ser humano.

Una "enfermedad asociada a Serpinal”, como se usa en el presente documento, pretende incluir cualquier
enfermedad, trastorno o afeccién asociada al gen o proteina Serpina1. Una enfermedad tal puede producirse, por
ejemplo, por plegamiento erréneo de una proteina Serpinal, acumulacion intracelular de proteina Serpina1 (por
ejemplo, proteina Serpinal erroneamente plegada), exceso de produccion de proteina Serpinal, por variantes del
gen Serpinal, mutaciones del gen Serpinal, por escisiéon anormal de la proteina Serpina1, por interacciones
anormales entre Serpina1 y otras proteinas u otras sustancias endogenas o exdégenas. Una enfermedad asociada a
Serpina1 puede ser una enfermedad hepatica y/o una enfermedad pulmonar.

Una "enfermedad hepatica", como se usa en el presente documento, incluye una enfermedad, trastorno o afeccion
que afecta al higado y/o su funcion. Un trastorno del higado puede ser el resultado de acumulacidon de proteina
Serpinal en el higado y/o células del higado. Ejemplos de trastornos del higado incluyen trastornos del higado
resultantes de infecciones virales, infecciones parasiticas, predisposicion genética, enfermedades autoinmunitarias,
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exposicién a radiacion, exposicion a compuestos hepatotdxicos, lesiones mecanicas, diversas toxinas ambientales,
alcohol, acetaminofeno, una combinacién de alcohol y acetaminofeno, anestésicos de inhalacion, niacina,
quimioterapéuticos, antibidticos, analgésicos, antieméticos y el suplemento herbal kava, y combinaciones de los
mismos.

Por ejemplo, un trastorno del higado asociado a deficiencia de Serpinal puede producirse mas frecuentemente en
sujetos con una o mas copias de ciertos alelos (por ejemplo, los alelos PIZ, PiM(Malton) y/o PIS). Sin desear quedar
ligado a teoria, se cree que los alelos asociados a un mayor riesgo de desarrollar una enfermedad del higado alfa-1
antitripsina codifican formas de Serpinal que se someten a plegamiento erréneo y no son apropiadamente
secretadas de los hepatocitos. Las respuestas celulares a estas proteinas erroneamente plegadas pueden incluir la
respuesta de proteinas no plegadas (UPR), degradacion asociada al reticulo endoplasmico (ERAD), apoptosis,
respuesta de sobrecarga de ER, autofagia, estrés mitocondrial y funcion alterada de hepatocitos. Lesiones a los
hepatocitos pueden conducir a sintomas tales como, pero no se limitan a, inflamacion, colestasis, fibrosis, cirrosis,
ictericia obstructiva prolongada, transaminasas elevadas, hipertension portal y/o carcinoma hepatocelular. Sin
desear quedar ligado a teoria, la evolucion clinica altamente variable de esta enfermedad es sugerente de
modificadores o "segundos aciertos" como contribuyentes al desarrollo de sintomas o progreso en la gravedad.

Por ejemplo, sujetos con un alelo PIZ pueden ser mas sensibles a infecciones por hepatitis C o abuso de alcohol y
es mas probable que desarrollen un trastorno del higado si se exponen a tales factores. Ademas, sujetos con fibrosis
quistica (CF) que llevan el alelo PIZ estan en mayor riesgo de desarrollar enfermedad hepatica grave con
hipertensiéon portal. Una deficiencia de Serpina1 también puede producir o contribuir al desarrollo de enfisema de
aparicion temprana, paniculitis necrotizante, bronquiectasia y/o ictericia neonatal prolongada. Algunos pacientes que
tienen o estan en riesgo de tener una deficiencia de alfa-1-antitripsina se identifican por cribado cuando tienen
miembros de la familia afectados por una deficiencia de alfa-1-antitripsina.

Trastornos del higado a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, inflamacién del higado, enfermedad
hepatica cronica, cirrosis, fibrosis hepatica, carcinoma hepatocelular, necrosis hepatica, esteatosis, colestasis y/o
reduccion y/o pérdida de la funcién de hepatocitos.

"Cirrosis" es una afeccidon patolégica asociada a dafo hepatico crénico que incluye amplia fibrosis y ndédulos
regenerativos en el higado.

"Fibrosis" es la proliferacion de fibroblastos y formacion de tejido cicatricial en el higado.

La expresion "funcion hepatica" se refiere a una o mas de las muchas funciones fisioldgicas realizadas por el higado.
Tales funciones incluyen, pero no se limitan a, regular los niveles de azicar en sangre, regulacion endocrina,
sistemas enzimaticos, interconversion de metabolitos (por ejemplo, cuerpos cetonicos, esteroles y esteroides, y
aminoacidos); fabricacion de proteinas de la sangre tales como fibrinégeno, albumina de suero y colinesterasa,
funcion eritropoyética, desintoxicacion, formacion de bilis y almacenamiento de vitaminas. Se conocen en la técnica
varias pruebas para examinar la funcién hepatica, que incluyen, por ejemplo, medicién de alanina amino transferasa
(ALT), fosfatasa alcalina, bilirrubina, protrombina y albumina.

"Cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento, pretende incluir la cantidad de un
agente de iARN que, cuando se administra a un paciente para tratar una enfermedad asociada a Serpinai, es
suficiente para efectuar el tratamiento de la enfermedad (por ejemplo, disminuyendo, mejorando o manteniendo la
enfermedad existente o uno o mas sintomas de la enfermedad). La "cantidad terapéuticamente eficaz" puede variar
dependiendo del agente de iARN, cémo el agente se administra, la enfermedad y su gravedad y la historia, edad,
peso, historia familiar, constitucion genética, fase de los procesos patolégicos mediados por la expresion de
Serpina1, los tipos de tratamientos precedentes o concomitantes, si los hay, y otras caracteristicas individuales del
paciente que va a tratarse.

"Cantidad profilacticamente eficaz", como se usa en el presente documento, pretende incluir la cantidad de un
agente de iARN que, cuando se administran a un sujeto que todavia no experimenta o muestra los sintomas de una
enfermedad asociada a Serpina1, pero que puede tener predisposicion a la enfermedad, es suficiente para prevenir
o0 mejorar la enfermedad o uno o mas sintomas de la enfermedad. Mejorar la enfermedad incluye ralentizar la
evolucion de la enfermedad o reducir la gravedad de la enfermedad que se desarrollara después. La "cantidad
profilacticamente eficaz" puede variar dependiendo del agente de iARN, cémo el agente se administra, el grado de
riesgo de la enfermedad y la historia, edad, peso, historia familiar, constitucion genética, los tipos de tratamientos
precedentes o concomitantes, si los hay, y otras caracteristicas individuales del paciente que va a tratarse.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" o "cantidad profilacticamente eficaz" también incluye una cantidad de un
agente de iARN que produce algun efecto local o sistémico deseado a una relacidon beneficio/riesgo razonable
aplicable a cualquier tratamiento. Los agentes de iARN empleados en los métodos de la presente invencion pueden
administrarse en una cantidad suficiente para producir una relacion de beneficio/riesgo razonable aplicable a tal
tratamiento.

El término "muestra”, como se usa en el presente documento, incluye una coleccion de fluidos, células o tejidos
similares aislados de un sujeto, ademas de fluidos, células o tejidos presentes dentro de un sujeto. Ejemplos de
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fluidos biolégicos incluyen sangre, suero y fluidos serosos, plasma, orina, linfa, liquido cefalorraquideo, fluidos
oculares, saliva y similares. Las muestras de tejido pueden incluir muestras de tejidos, 6rganos o regiones
localizadas. Por ejemplo, las muestras pueden derivarse de o6rganos, partes de 6rganos, o fluidos o células
particulares dentro de aquellos 6rganos. En ciertas realizaciones, las muestras pueden derivarse del higado (por
ejemplo, higado completo o ciertos segmentos del higado o ciertos tipos de células en el higado tales como, por
ejemplo, hepatocitos). En realizaciones preferidas, una "muestra derivada de un sujeto" se refiere a sangre o plasma
extraido del sujeto. En otras realizaciones, una "muestra derivada de un sujeto" se refiere a tejido de higado (o
subcomponentes del mismo) derivado del sujeto.

II. ARNi de la invencién

En el presente documento se describen agentes de iARN bicatenario mejorados que inhiben la expresion de un gen
Serpina1 en una célula, tal como una célula dentro de un sujeto, por ejemplo, un mamifero, tal como un ser humano
que tiene una enfermedad asociada a Serpina1, por ejemplo, una enfermedad del higado, por ejemplo, enfermedad
hepatica croénica, inflamacién del higado, cirrosis, fibrosis hepatica y/o carcinoma hepatocelular.

Por consiguiente, la divulgacion proporciona agentes de iARN bicatenario con modificaciones quimicas capaces de
inhibir la expresion de un gen diana (es decir, un gen Serpina1) in vivo. En ciertos aspectos, sustancialmente todos
los nucleétidos de un ARNi de la invencion estan modificados. En otras implementaciones, todos los nucleétidos de
un ARNi de la invencién estan modificados. Los ARNi de la invencion en los que "sustancialmente todos los
nucledtidos estan modificados" estan en gran medida, pero no completamente modificados, e incluyen no mas de 5,
4, 3, 2 o 1 nucledtidos no modificados.

El agente de iARN comprende una hebra codificante y una hebra no codificante. Cada hebra del agente de iARN
puede oscilar de 12-30 nucledtidos de longitud. Por ejemplo, cada hebra puede tener entre 14-30 nucleotidos de
longitud, 17-30 nucleétidos de longitud, 19-30 nucledtidos de longitud, 25-30 nucledétidos de longitud, 27-30
nucledtidos de longitud, 17-23 nucledtidos de longitud, 17-21 nucledtidos de longitud, 17-19 nucledtidos de longitud,
19-25 nucledtidos de longitud, 19-23 nucledtidos de longitud, 19-21 nucledtidos de longitud, 21-25 nucledtidos de
longitud, o 21-23 nucledtidos de longitud.

La hebra codificante y hebra no codificante normalmente forman un ARN bicatenario duplex ("ARNbc"), también
denominado en el presente documento un "agente de iARN". La region duplex de un agente de iARN puede tener
12-30 pares de nucleodtidos de longitud. Por ejemplo, la region duplex puede tener entre 14-30 pares de nucledtidos
de longitud, 17-30 pares de nucledtidos de longitud, 27-30 pares de nucledtidos de longitud, 17-23 pares de
nucledtidos de longitud, 17-21 pares de nucledétidos de longitud, 17-19 pares de nucleétidos de longitud, 19-25 pares
de nucledtidos de longitud, 19-23 pares de nucledtidos de longitud, 19- 21 pares de nucleétidos de longitud, 21-25
pares de nucleotidos de longitud, o 21-23 pares de nucledtidos de longitud. En otro ejemplo, la regién duplex esta
seleccionada de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 y 27 nucledtidos de longitud.

En una implementacion, el agente de iARN puede contener una o mas regiones de nucleétidos protuberantes y/o
grupos de terminacion en el extremo 3', extremo 5', o ambos extremos de una o ambas hebras. Los nucledtidos
protuberantes pueden tener 1-6 nucledtidos de longitud, por ejemplo 2-6 nucleétidos de longitud, 1-5 nucledtidos de
longitud, 2-5 nucleétidos de longitud, 1-4 nucledtidos de longitud, 2-4 nucleétidos de longitud, 1-3 nucledtidos de
longitud, 2-3 nucleétidos de longitud, o 1-2 nucledtidos de longitud. Los nucleétidos protuberantes pueden ser el
resultado de una hebra que es mas larga que la otra, o el resultado de dos hebras de la misma longitud que estan
escalonadas. Los nucleétidos protuberantes pueden formar un desapareamiento con el ARNm diana o pueden ser
complementarios a las secuencias de genes que se eligen como diana o pueden ser otra secuencia. La primera y
segunda hebras también pueden unirse, por ejemplo, mediante bases adicionales para formar una horquilla, o por
otros conectores no de bases.

En una implementacion, los nucleétidos en la region de nucleétidos protuberantes del agente de iARN pueden cada
uno ser independientemente un nucleétido modificado o no modificado que incluye, pero no se limita a, modificado
con 2'-azucar, tal como, 2-F, 2'-O-metilo, timidina (T), 2'-O-metoxietil-5-metiluridina (Teo), 2'-O-metoxietiladenosina
(Aeo), 2'-O-metoxietil-5-metilcitidina (m5Ceo), y cualquier combinacién de los mismos. Por ejemplo, TT puede ser
una secuencia de nucledtidos protuberantes para cualquier extremo en cualquier hebra. Los nucleétidos
protuberantes pueden formar un desapareamiento con el ARNm diana o puede ser complementarios a las
secuencias de genes que se eligen como diana o pueden ser otra secuencia.

Los nucleodtidos protuberantes de 5' o 3' en la hebra codificante, hebra no codificante, o ambas hebras del agente de
iARN, pueden estar fosforilados. En algunas implementaciones, la(s) region (regiones) de nucledtidos protuberantes
contienen dos nucleétidos que tienen un fosforotioato entre los dos nucledtidos, donde los dos nucleétidos pueden
ser iguales o diferentes. En una implementacion, los nucleétidos protuberantes estan presentes en el extremo 3' de
la hebra codificante, hebra no codificante, o ambas hebras. En una implementacion, este nucleétido protuberante de
3' esta presente en la hebra no codificante. En una implementacioén, este nucleétido protuberante de 3' esta presente
en la hebra codificante.
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El agente de iARN puede contener solo un Unico nucledtido protuberante, que puede reforzar la actividad de
interferencia de iARN, sin afectar su estabilidad global. Por ejemplo, el nucleétido protuberante monocatenario puede
estar localizado en el extremo 3' de la hebra codificante o, alternativamente, en el extremo 3' de la hebra no
codificante. La iARN puede también tener un extremo romo, localizado en el extremo 5' de la hebra no codificante (o
en el extremo 3' de la hebra codificante) o viceversa. Generalmente, la hebra no codificante de iARN tiene un
nucledtido protuberante en el extremo 3', y el extremo 5' es romo. Aunque no se desea quedar ligado a teoria, el
extremo romo asimétrico en el extremo 5' de la hebra no codificante y el nucleétido protuberante del extremo 3' de la
hebra no codificante favorecen la carga de hebra guia en el proceso de RISC.

Cualquiera de los acidos nucleicos puede sintetizarse y/o modificarse por métodos bien establecidos en la materia,
tales como aquellos descritos en "Current protocols in nucleic acid chemistry," Beaucage, S.L.et al. (Edrs.), John
Wiley & Sons, Inc., New York, NY, EE.UU., que se incorpora por este documento en el presente documento por
referencia. Modificaciones incluyen, por ejemplo, modificaciones terminales, por ejemplo, modificaciones del extremo
5' (fosforilacion, conjugacion, enlaces invertidos) o modificaciones del extremo 3' (conjugacion, nucleétidos de ADN,
enlaces invertidos, etc.); modificaciones de bases, por ejemplo, sustitucion con bases estabilizantes, bases
desestabilizantes, o bases que emparejan bases con un repertorio extendido de componentes, eliminacion de bases
(nucleodtidos abasicos), o bases conjugadas; modificaciones de azucar (por ejemplo, en la posicion 2' o posicion 4') o
sustitucion de azucar; y/o modificaciones del esqueleto, que incluyen modificacion o sustitucion de los enlaces
fosfodiéster. Ejemplos especificos de compuestos de ARNi Utiles en las realizaciones descritas en el presente
documento incluyen, pero no se limitan a, ARN que contienen esqueletos modificados o enlaces internucleosidicos
no naturales. ARN que tienen esqueletos modificados incluyen, entre otros, aquellos que no tienen un atomo de
fésforo en el esqueleto. Para los fines de esta memoria descriptiva, y como algunas veces se referencia en la
materia, también puede considerarse que los ARN modificados que no tienen un atomo de fésforo en su esqueleto
internucledsido son oligonucledsidos. En algunas implementaciones, un ARNi modificado tendra un atomo de fésforo
en su esqueleto internucleosidico.

Esqueletos de ARN modificados incluyen, por ejemplo, fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforoditioatos,
fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres, fosfonatos de metilo y de otros alquilos que incluyen fosfonatos de 3'-
alquileno y fosfonatos quirales, fosfinatos, fosforamidatos que incluyen 3'-amino-fosforamidato vy
aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres y boranofosfatos que
tienen enlaces 3'-5' normales, analogos enlazados en 2'-5' de éstos, y aquellos que tienen polaridad invertida en los
que los pares adyacentes de unidades de nucledsidos estan enlazados 3'-5' a 5'-3' 0 2'-5' a 5-2'. También estan
incluidas diversas sales, sales mixtas y formas de acido libre.

Patentes de EE.UU. representativas que ensefian la preparacion de los enlaces que contienen fésforo anteriores
incluyen, pero no se limitan a, las patentes de EE.UU. N.° 3.687.808; 4.469.863; 4.476.301; 5.023.243; 5.177.195;
5.188.897; 5.264.423; 5.276.019; 5.278.302; 5.286.717; 5.321.131; 5.399.676; 5.405.939; 5.453.496; 5.455.233;
5.466.677; 5.476.925; 5.519.126; 5.536.821; 5.541.316; 5.550.111; 5.563.253; 5.571.799; 5.587.361; 5.625.050;
6.028.188; 6.124.445; 6.160.109; 6.169.170; 6.172.209; 6.239.265; 6.277.603; 6.326.199; 6.346.614; 6.444.423;
6.531.590; 6.534.639; 6.608.035; 6.683.167; 6.858.715; 6.867.294; 6.878.805; 7.015.315; 7.041.816; 7.273.933;
7.321.029; y la patente de EE.UU. RE39464.

Los esqueletos de ARN modificados que no incluyen un atomo de fésforo en su interior tienen esqueletos que se
forman por enlaces internucleosidicos de alquilo o cicloalquilo de cadena corta, heteroatomos mixtos y enlaces
internucleosidicos de alquilo o cicloalquilo, 0 uno o mas enlaces internucleosidicos heteroatdmicos o heterociclicos
de cadena corta. Estos incluyen aquellos que tienen enlaces morfolino (formados en parte a partir de la porcion de
azucar de un nucledsido); esqueletos de siloxano; esqueletos de sulfuro, sulféxido y sulfona; esqueletos de
formacetilo y tioformacetilo; esqueletos de metilenformacetilo y tioformacetilo; esqueletos que contienen alqueno;
esqueletos de sulfamato; esqueletos de metilenimino y metilenhidrazino; esqueletos de sulfonato y sulfonamida;
esqueletos de amida; y otros que tienen partes componentes mixtas de N, O, Sy CHa.

Patentes de EE.UU. representativas que ensefian la preparacion de los oligonucledsidos anteriores incluyen, pero no
se limitan a, las patentes de EE.UU. N.° 5.034.506; 5.166.315; 5.185.444; 5.214.134; 5.216.141; 5.235.033;
5.64.562; 5.264.564; 5.405.938; 5.434.257; 5.466.677; 5.470.967; 5.489.677; 5.541.307; 5.561.225; 5.596.086;
5.602.240; 5.608.046; 5.610.289; 5.618.704; 5.623.070; 5.663.312; 5.633.360; 5.677.437; y 5.677.439.

En otras implementaciones se contemplan miméticos de ARN adecuados para su uso en ARNi, en los que tanto el
azucar como el enlace internucleosidico, es decir, el esqueleto, de las unidades de nucledtidos se sustituye por
grupos novedosos. Las unidades de base se mantienen para la hibridacién con un compuesto diana de acido
nucleico apropiado. Un compuesto oligomérico tal, un mimético de ARN que se ha mostrado que tiene excelentes
propiedades de hibridacion, se denomina un acido nucleico peptidico (PNA). En compuestos de PNA, el esqueleto
de azucar de un ARN se sustituye por un esqueleto que contiene amida, en particular un esqueleto de
aminoetilglicina. Las nucleobases son retenidas y se unen directamente o indirectamente a atomos de nitrégeno aza
de la porcion de amida del esqueleto. Patentes de EE.UU. representativas que ensefian la preparacion de
compuestos de PNA incluyen, pero no se limitan a, las patentes de EE.UU. N.° 5.539.082; 5.714.331; y 5.719.262.
Compuestos de PNA adicionales adecuados para su uso en los ARNi de la invencién se describen en, por ejemplo,
en Nielsen et al., Science, 1991, 254, 1497-1500.
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Algunas implementaciones incluyen ARN con esqueletos de fosforotioato y oligonucledsidos con esqueletos de
heteroatomo, y en particular --CHz--NH--CH;-, --CH,-N(CHj3)--O--CHz-- [conocido como un esqueleto de metileno
(metilimino) o MMI], --CH2--O--N(CHj3)--CHg--, --CH2--N(CH3)--N(CHz3)--CHz2-- y --N(CHj3)--CH2--CH--[en el que el
esqueleto de fosfodiéster nativo se representa como --O--P--O--CH»--] de la patente de EE.UU. N.° 5.489.677
anteriormente citada, y los esqueletos de amida de la patente de EE.UU. n.° 5.602.240 anteriormente citada. En
algunas realizaciones, los ARN caracterizados en el presente documento tienen estructuras de esqueleto de
morfolino de la patente de EE.UU. N.° 5.034.506 anteriormente citada.

Los ARN modificados también puede contener uno o mas restos de azucar sustituidos. Los ARNi, por ejemplo,
ARNDbc, caracterizados en el presente documento pueden incluir uno de los siguientes en la posicion 2': OH; F; O-,
S- o N-alquilo; O-, S- o N-alquenilo; O-, S- o N-alquinilo; o O-alquil-O-alquilo, en los que el alquilo, alquenilo y
alquinilo pueden ser alquilo C4 a C4o 0 alquenilo C; a Cqo sustituidos o sin sustituir y alquinilo. Modificaciones
adecuadas a modo de ejemplo incluyen O[(CH2),O]nCHs, O(CH2),OCHs, O(CH2),NH;, O(CH2),CH3, O(CH2),ONH: y
O(CH2)nON[(CH2)nCH3)]2, en las que n y m son de 1 a aproximadamente 10. En otras implementaciones, los ARNbc
incluyen uno de los siguientes en la posicion 2': alquilo C1 a Cq inferior, alquilo inferior sustituido, alcarilo, aralquilo,
O-alcarilo u O-aralquilo, SH, SCH3, OCN, CI, Br, CN, CF3; OCF3; SOCH3, SO,CHj; ONO; NO;, Nj, NH,
heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino, polialquilamino, sililo sustituido, un grupo saliente de ARNCc,
un grupo indicador, un intercalador, un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un ARNi, o un grupo
para mejorar las propiedades farmacodinamicas de un ARNi, y otros sustituyentes que tienen propiedades similares.
En algunas realizaciones, la modificacion incluye un 2'-metoxietoxi (2'-O--CH,CH,OCHSs;, también conocido como 2'-
O-(2-metoxietilo) o 2'-MOE) (Martin et al., Helv. Chim. Acta, 1995, 78:486-504), es decir, un grupo alcoxi-alcoxi. Otra
modificacion a modo de ejemplo es 2'-dimetilaminooxietoxi, es decir, un grupo O(CH.).ON(CHs), también conocido
como 2-DMAOE, como se describe en los ejemplos en el presente documento mas adelante, y 2'-
dimetilaminoetoxietoxi (también conocido en la técnica como 2'-O-dimetilaminoetoxietilo o 2'-DMAEOE), es decir, 2'-
O--CH2--0O--CH2--N(CHy).

Otras modificaciones incluyen 2'-metoxi (2'-OCHs), 2'-aminopropoxi (2'-OCH2CH>CH2NH>) y 2'-fldor (2'-F). También
pueden hacerse modificaciones similares en otras posiciones en el ARN de un ARNi, particularmente la posiciéon 3'
del azucar en el nucledtido del extremo 3' o en los ARNbc enlazados en 2'-5' y la posicion 5' del nucleétido del
extremo 5'. Los ARNi también pueden tener miméticos de azucar tales como restos de ciclobutilo en lugar del aztcar
de pentofuranosilo. Patentes de EE.UU. representativas que ensefian la preparacion de tales estructuras de azucar
modificadas incluyen, pero no se limitan a, las patentes de EE.UU. N.° 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080; 5.359.044;
5.393.878; 5.446.137; 5.466.786; 5.514.785; 5.519.134; 5.567.811; 5.576.427; 5.591.722; 5.597.909; 5.610.300;
5.627.053; 5.639.873; 5.646.265; 5.658.873; 5.670.633; y 5.700.920.

Un ARNi también puede incluir modificaciones o sustituciones de nucleobases (frecuentemente denominadas en la
materia simplemente como "base"). Como se usa en el presente documento, nucleobases "sin modificar" o
"naturales” incluyen las bases de purina adenina (A) y guanina (G), y las bases de pirimidina timina (T), citosina (C) y
uracilo (U). Nucleobases modificadas incluyen otras nucleobases sintéticas y naturales tales como desoxi-timina
(dT), 5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetilcitosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metilo y otros
derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-tiouracilo,
2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propiniluracilo y citosina, 6-azouracilo, citosina y timina, 5-uracilo
(pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halégeno, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas
sustituidas en 8, 5-halégeno, particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos sustituidos en 5 y citosinas,
7-metilguanina y 7-metiladenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-daazaadenina y 3-
deazaguanina y 3-deazaadenina. Nucleobases adicionales incluyen las desveladas en la patente de EE.UU. n.°
3.687.808, las desveladas en Modified Nucleosides in Biochemistry, Biotechnology and Medicine, Herdewijn, P. ed.
Wiley-VCH, 2008; las desveladas en The Concise Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, paginas 858-
859, Kroschwitz, J. L, ed. John Wiley & Sons, 1990, aquellas desveladas por Englisch et al., Angewandte Chemie,
International Edition, 1991, 30, 613, y las desveladas por Sanghvi, Y S., Capitulo 15, dsRNA Research and
Applications, paginas 289-302, Crooke, S. T. y Lebleu, B., Ed., CRC Press, 1993. Ciertas de estas nucleobases son
particularmente Utiles para aumentar la afinidad de uniéon de los compuestos oligoméricos caracterizados en la
invencién. Estas incluyen pirimidinas sustituidas en 5, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas en N-2, N-6 y O-6, que
incluyen 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se ha mostrado que las sustituciones de 5-
metilcitosina aumentan la estabilidad del duplex de acido nucleico 0,6-1,2 °C (Sanghvi, Y. S., Crooke, S. T. y Lebleu,
B., Eds., dsRNA Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pp. 276-278) y son sustituciones de
bases a modo de ejemplo, incluso mas particularmente cuando se combinan con modificaciones de 2'-O-
metoxietilazucar.

Patentes de EE.UU. representativas que ensefian la preparacion de ciertas de las nucleobases modificadas
anteriormente indicadas, ademas de otras nucleobases modificadas, incluyen, pero no se limitan a, las patentes de
EE.UU. N.° anteriormente indicadas 3.687.808, 4.845.205; 5.130.30; 5.134.066; 5.175.273; 5.367.066; 5.432.272;
5.457.187; 5.459.255; 5.484.908; 5.502.177; 5.525.711; 5.552.540; 5.587.469; 5.594.121; 5.596.091; 5.614.617;
5.681.941; 5.750.692; 6.015.886; 6.147.200; 6.166.197; 6.222.025; 6.235.887; 6.380.368; 6.528.640; 6.639.062;
6.617.438; 7.045.610; 7.427.672; y 7.495.088.
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El ARN de un ARNi también puede modificarse para incluir uno o0 mas acidos nucleicos bloqueados (LNA). Un acido
nucleico bloqueado es un nucleétido que tiene un resto de ribosa modificado en el que el resto de ribosa comprende
un puente adicional que conecta los carbonos 2' y 4'. Esta estructura "bloquea" eficazmente la ribosa en la
conformacion estructural 3'-endo. Se ha mostrado que la adicion de acidos nucleicos bloqueados a ARNip aumenta
la estabilidad de ARNip en suero, y reduce los efectos inespecificos (Elmen, J. et al., (2005) Nucleic Acids Research
33(1):439-447; Mook, OR. et al., (2007) Mol Canc Ther 6(3):833-843; Grunweller, A. et al., (2003) Nucleic Acids
Research 31(12):3185-3193).

Patentes de EE.UU. representativas que ensefian la preparacion de nucleétidos de acido nucleico bloqueado
incluyen, pero no se limitan a, las siguientes: las patentes de EE.UU. N.° 6.268.490; 6.670.461; 6.794.499;
6.998.484; 7.053.207; 7.084.125; y 7.399.845.

Modificaciones potencialmente estabilizadoras a los extremos de moléculas de ARN pueden incluir N-
(acetilaminocaproil)-4-hidroxiprolinol (Hyp-C6-NHAc), N-(caproil-4-hidroxiprolinol (Hyp-C6), N-(acetil-4-hidroxiprolinol
(Hyp-NHACc), timidina-2'-O-desoxitimidina (éter), N-(aminocaproil)-4-hidroxiprolinol (Hyp-C6-amino), 2-docosanoil-
uridina-3"-fosfato, dT de base invertida (idT) y otras. La divulgacion de esta modificacion puede encontrarse en la
publicacion PCT n.° WO 2011/005861.

A. ARNi modificados que comprenden motivos de la invencién

En ciertos aspectos, los agentes de iARN bicatenario incluyen agentes con modificaciones quimicas como se ha
desvelado, por ejemplo, en la solicitud provisional de EE.UU. N.° 61/561.710, presentada el 18 de noviembre de
2011, o en el documento PCT/US2012/065691, presentado el 16 de noviembre de 2012.

Como se muestra en el presente documento y en la solicitud provisional N.° 61/561.710, puede obtenerse un
resultado superior introduciendo uno o mas motivos de tres modificaciones idénticas en tres nucledtidos
consecutivos en una hebra codificante y/o hebra no codificante de un agente de iARN, particularmente en o cerca
del sitio de escision. En algunas implementaciones, la hebra codificante y la hebra no codificante del agente de iARN
pueden modificarse completamente de otro modo. La introduccién de estos motivos interrumpe el patrén de
modificacion, si esta presente, de la hebra codificante y/o no codificante. El agente de iARN puede estar
opcionalmente conjugado con un ligando de derivado de GalNAc, por ejemplo, en la hebra codificante. Los agentes
de iARN resultantes presentan actividad de silenciamiento génico superior.

Mas especificamente, se ha descubierto sorprendentemente que cuando la hebra codificante y la hebra no
codificante del agente de iIARN bicatenario se modifican para tener uno o mas motivos de tres modificaciones
idénticas en tres nucledtidos consecutivos en o cerca del sitio de escision de al menos una hebra de un agente de
iARN, la actividad de silenciamiento génico del agente de iARN se potencidé superiormente.

En una realizacién, el agente de iARN es un oligonucleétido de extremos romos dobles de 19 nucleétidos de
longitud, en el que la hebra codificante contiene al menos un motivo de tres modificaciones de 2'-F en tres
nucledétidos consecutivos en las posiciones 7, 8, 9 del extremo 5'. La hebra no codificante contiene al menos un
motivo de tres modificaciones de 2'-O-metilo en tres nucleétidos consecutivos en las posiciones 11, 12, 13 del
extremo 5'.

En otra implementacion, el agente de iARN es un oligonucleétido de extremos romos dobles de 20 nucleétidos de
longitud, en el que la hebra codificante contiene al menos un motivo de tres modificaciones de 2'-F en tres
nucledtidos consecutivos en las posiciones 8, 9, 10 del extremo 5'. La hebra no codificante contiene al menos un
motivo de tres modificaciones de 2'-O-metilo en tres nucleétidos consecutivos en las posiciones 11, 12, 13 del
extremo 5'.

En otra implementacion mas, el agente de iARN es un oligonucledtido de extremos romos dobles de 21 nucleétidos
de longitud, en el que la hebra codificante contiene al menos un motivo de tres modificaciones de 2'-F en tres
nucleétidos consecutivos en las posiciones 9, 10, 11 del extremo 5'. La hebra no codificante contiene al menos un
motivo de tres modificaciones de 2'-O-metilo en tres nucleétidos consecutivos en las posiciones 11, 12, 13 del
extremo 5'.

En una implementacion, el agente de iARN comprende una hebra codificante de 21 nucleétidos y una hebra no
codificante de 23 nucleétidos, en el que la hebra codificante contiene al menos un motivo de tres modificaciones de
2'-F en tres nucleotidos consecutivos en las posiciones 9, 10, 11 del extremo 5'; la hebra no codificante contiene al
menos un motivo de tres modificaciones de 2'-O-metilo en tres nucleétidos consecutivos en las posiciones 11, 12, 13
del extremo 5', en el que un extremo del agente de iARN es romo, mientras que el otro comprende 2 nucleétidos
protuberantes. Preferentemente, los 2 nucleétidos protuberantes estan en el extremo 3' de la hebra no codificante. Si
los 2 nucledtidos protuberantes estan en el extremo 3' de la hebra no codificante, puede haber dos enlaces
internucleotidicos fosforotioato entre los tres nucleétidos terminales, en los que dos de los tres nucleétidos son los
nucledtidos protuberantes, y el tercer nucleétido es un nucleétido apareado proximo al nucleétido protuberante. En
una implementacion, el agente de iARN tiene adicionalmente dos enlaces internucleotidicos fosforotioato entre los
tres nucledtidos terminales en tanto el extremo 5' de la hebra codificante como en el extremo 5' de la hebra no
codificante. En una implementacioén, cada nucleétido en la hebra codificante y la hebra no codificante del agente de
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iARN, que incluye los nucleétidos que son parte de los motivos, son nucleétidos modificados. En una realizacion,
cada residuo esta independientemente modificado con un 2'-O-metilo o 3'-flior, por ejemplo, en un motivo alternante.
Opcionalmente, el agente de iARN comprende ademas un ligando (preferentemente GalNAcs).

En una implementacion, el agente de iARN comprende hebras codificantes y no codificantes, en el que el agente de
iARN comprende una primera hebra que tiene una longitud que es al menos 25 y como maximo 29 nucleétidos y una
segunda hebra que tiene una longitud que es como maximo 30 nucledtidos con al menos un motivo de tres
modificaciones de 2'-O-metilo en tres nucleétidos consecutivos en la posicion 11, 12, 13 del extremo 5'; en el que el
extremo 3' de la primera hebra y el extremo 5' de la segunda hebra forman un extremo romo y la segunda hebra es
1-4 nucledtidos mas larga en su extremo 3' que la primera hebra, en el que la region de duplex que tiene al menos
25 nucledtidos de longitud, y la segunda hebra es suficientemente complementaria a un ARNm diana a lo largo de al
menos 19 nucledtidos de la segunda longitud de hebra para reducir la expresion del gen diana cuando el agente de
iARN se introduce en una célula de mamifero, y en el que la escisién con Dicer del agente de iARN produce
preferencialmente un ARNip que comprende el extremo 3' de la segunda hebra, reduciéndose asi la expresion del
gen diana en el mamifero. Opcionalmente, el agente de iARN comprende ademas un ligando.

En una implementacion, la hebra codificante del agente de iARN contiene al menos un motivo de tres modificaciones
idénticas en tres nucledtidos consecutivos, en la que uno de los motivos se produce en el sitio de escisién en la
hebra codificante.

En una implementacion, la hebra no codificante del agente de iARN también puede contener al menos un motivo de
tres modificaciones idénticas en tres nucleétidos consecutivos, en la que uno de los motivos se produce en o cerca
del sitio de escision en la hebra no codificante.

Para un agente de iARN que tiene una region de duplex de 17-23 nucledtidos de longitud, el sitio de escision de la
hebra no codificante esta normalmente alrededor de las posiciones 10, 11 y 12 desde el extremo 5'. Asi, los motivos
de tres modificaciones idénticas puede producirse en las posiciones 9, 10, 11; posiciones 10, 11, 12; posiciones 11,
12, 13; posiciones 12, 13, 14; o posiciones 13, 14, 15 de la hebra no codificante, empezando a contar desde el 1°
nucleétido desde el extremo 5' de la hebra no codificante, o, empezando a contar desde el 1° nucleétido apareado
dentro de la region de duplex del extremo 5' de la hebra no codificante. El sitio de escision en la hebra no codificante
también puede cambiar segun la longitud de la region de duplex del iARN del extremo 5'.

La hebra codificante del agente de iIARN puede contener al menos un motivo de tres modificaciones idénticas en tres
nucledtidos consecutivos en el sitio de escision de la hebra; y la hebra no codificante puede tener al menos un
motivo de tres modificaciones idénticas en tres nucleétidos consecutivos en o cerca del sitio de escision de la hebra.
Cuando la hebra codificante y la hebra no codificante forman un diplex de ARNbc, la hebra codificante y la hebra no
codificante puede alinearse de forma que un motivo de los tres nucleétidos en la hebra codificante y un motivo de los
tres nucledtidos en la hebra no codificante tengan al menos un solapamiento de nucleétidos, es decir, al menos uno
de los tres nucledtidos del motivo en la hebra codificante forma un par de bases con al menos uno de los tres
nucledtidos del motivo en la hebra no codificante. Alternativamente, al menos dos nucleétidos pueden solaparse, o
los tres nucledtidos pueden solaparse.

En una implementacion, la hebra codificante del agente de iARN puede contener mas de un motivo de tres
modificaciones idénticas en tres nucleétidos consecutivos. El primer motivo puede producirse en o cerca del sitio de
escision de la hebra y los otros motivos pueden ser una modificacion de ala. El término "modificacion de ala" en el
presente documento se refiere a un motivo que se produce en otra porcién de la hebra que esta separada del motivo
en o cerca del sitio de escision de la misma hebra. La modificacion de ala esta tanto adyacente al primer motivo
como esta separada por al menos uno o mas nucledtidos. Cuando los motivos estan inmediatamente adyacentes
entre si, entonces las quimicas de los motivos son distintas entre si y cuando los motivos estan separados uno o
mas nucledtidos, entonces las quimicas pueden ser iguales o diferentes. Pueden estar presentes dos o mas
modificaciones de ala. Por ejemplo, si estan presentes dos modificaciones de ala, cada modificacion de ala puede
producirse en un extremo con respecto al primer motivo que esta en o cerca del sitio de escisiéon o en cualquier lado
del motivo principal.

Al igual que la hebra codificante, la hebra no codificante del agente de iARN puede contener mas de un motivo de
tres modificaciones idénticas en tres nucleétidos consecutivos, produciéndose al menos uno de los motivos en o
cerca del sitio de escision de la hebra. Esta hebra no codificante también puede contener una o mas modificaciones
de ala en un alineamiento similar a las modificaciones de ala que pueden estar presentes en la hebra codificante.

En una implementacién, la modificacion de ala en la hebra codificante o hebra no codificante del agente de iARN
normalmente no incluye el primer nucleétido terminal o dos nucleétidos terminales en el extremo 3', extremo 5', o
ambos extremos de la hebra.

En otra implementacion, la modificacion de ala en la hebra codificante o hebra no codificante del agente de iARN
normalmente no incluye el primer nucleétido apareado o dos nucledtidos apareados dentro de la region de duplex en
el extremo 3', extremo 5', 0 ambos extremos de la hebra.
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Si la hebra codificante y la hebra no codificante del agente de iARN contienen cada una al menos una modificacion
de ala, las modificaciones de ala pueden encontrarse en el mismo extremo de la regién de duplex, y tener un
solapamiento de uno, dos o tres nucleétidos.

Si la hebra codificante y la hebra no codificante del agente de iARN contienen cada una al menos dos
modificaciones de ala, la hebra codificante y la hebra no codificante pueden alinearse de forma que dos
modificaciones cada una de una hebra se encuentren en un extremo de la region de diplex, que tiene un
solapamiento de uno, dos o tres nucleétidos; dos modificaciones cada una de una hebra se encuentran en el otro
extremo de la regién de duplex, que tiene un solapamiento de uno, dos o tres nucledtidos; dos modificaciones de
una hebra se encuentren en cada lado del motivo principal, que tiene un solapamiento de uno, dos o tres nucleétidos
en la regién de duplex.

En una implementacion, cada nucleétido en la hebra codificante y la hebra no codificante del agente de iARN, que
incluye los nucledtidos que son parte de los motivos, puede modificarse. Cada nucleétido puede modificarse con la
misma modificacién o modificacion diferente que puede incluir una o mas de alteracion de uno o ambos de los
oxigenos del fosfato no de enlace y/o de uno o mas de los oxigenos del fosfato de enlace; alteraciéon de un
constituyente del azicar de ribosa, por ejemplo, del 2'-hidroxilo en el azicar de ribosa; sustitucion completa del resto
fosfato con conectores "defosfo"; modificacion o sustitucion de una base que se produce naturalmente; y sustitucion
o modificacion del esqueleto de ribosa-fosfato.

Como los acidos nucleicos son polimeros de subunidades, muchas de las modificaciones se producen en una
posicion que se repite dentro de un acido nucleico, por ejemplo, una modificacién de una base, o un resto fosfato, o
un O no de enlace de un resto fosfato. En algunos casos, la modificacion se producira en todas las posiciones objeto
en el acido nucleico, pero en muchos casos no se producira. A modo de ejemplo, una modificacién solo puede
producirse en una posicion del extremo 3' 0 5', solo puede producirse en una region terminal, por ejemplo, en una
posicién en un nucleétido terminal o en los 2, 3, 4, 5 0 10 ultimos nucleétidos de una hebra. Una modificacion puede
producirse en una region bicatenaria, una region monocatenaria, o en ambas. Una modificacion solo puede
producirse en la region bicatenaria de un ARN o solo puede producirse en una regién monocatenaria de un ARN.
Por ejemplo, una modificacion de fosforotioato en una posicion de O no de enlace solo puede producirse en uno o
ambos extremos, solo puede producirse en una region terminal, por ejemplo, en una posiciéon en un nucleétido
terminal o en los 2, 3, 4, 5 o 10 ultimos nucledtidos de una hebra, o puede producirse en regiones bicatenarias y
monocatenarias, particularmente en los extremos. El extremo o extremos 5' pueden estar fosforilados.

Puede ser posible, por ejemplo, potenciar la estabilidad, para incluir bases particulares en nucleétidos protuberantes,
o para incluir nucleétidos modificados o sustitutos de nucleétidos, en nucleétidos protuberantes monocatenarios, por
efemplo, en un nucledtido protuberante de 5' o 3', 0 en ambos. Por ejemplo, puede desearse incluir nucledtidos de
purina en nucledtidos protuberantes. En algunas realizaciones, todas o algunas de las bases en un nucleétido
protuberante de 3' o 5' puede modificarse, por ejemplo, con una modificacion descrita en el presente documento. Las
modificaciones pueden incluir, por ejemplo, el uso de modificaciones en la posicion 2' del azucar de ribosa con
modificaciones que se conocen en la técnica, por ejemplo, el uso de desoxirribonucleétidos, 2'-desoxi-2'-flior (2'-F) o
2'-O-metilo modificados en lugar del riboaztcar de la nucleobase, y modificaciones en el grupo fosfato, por ejemplo,
modificaciones de fosforotioato. Los nucleétidos protuberantes no necesitan ser homologos a la secuencia diana.

En una implementacion, cada residuo de la hebra codificante y hebra no codificante esta independientemente
modificado con LNA, HNA, CeNA, 2'-metoxietilo, 2'-O-metilo, 2'-O-alilo, 2'-C-alilo, 2'-desoxi, 2'-hidroxilo o 2'-flior. Las
hebras pueden contener mas de una modificaciéon. En una implementacién, cada residuo de la hebra codificante y
hebra no codificante esta independientemente modificado con 2'- O-metilo o 2'-flGor.

Normalmente estan presentes al menos dos modificaciones diferentes en la hebra codificante y la hebra no
codificante. Aquellas dos modificaciones pueden ser las modificaciones de 2'-O-metilo o 2'-fltor, u otras.

En una implementacién, Na y/o N, comprenden modificaciones de un patréon alternante. El término "motivo
alternante”, como se usa en el presente documento, se refiere a un motivo que tiene una o mas modificaciones,
produciéndose cada modificacién en nucleétidos alternantes de una hebra. El nucleétido alternante puede referirse a
uno por cada dos nucledtidos o uno por cada tres nucleétidos, o un patron similar. Por ejemplo, si A, By C
representan cada uno un tipo de modificacién al nucleétido, el motivo alternante puede ser "ABABABABABAB...",
"AABBAABBAABB...", "AABAABAABAAB...", "AAABAAABAAAB...", "AAABBBAAABBB..." 0 "ABCABCABCABC...",
etc.

El tipo de modificaciones contenidas en el motivo alternante pueden ser iguales o diferentes. Por ejemplo, si A, B, C,
D representan cada uno un tipo de modificacién en el nucleétido, el patron alternante, es decir, las modificaciones en
cada dos nucledtidos pueden ser las mismas, pero cada una de la hebra codificante o hebra no codificante puede
seleccionarse de varias posibilidades de modificaciones dentro del motivo alternante tal como "ABABAB...",
"ACACAC..." "BDBDBD..." 0 "CDCDCD...", etc.

En una implementacion, el agente de iARN de la invencion comprende el patron de modificacion para el motivo
alternante en la hebra codificante con respecto al patron de modificacién para el motivo alternante en la hebra no
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codificante desplazado. El desplazamiento puede ser tal que el grupo modificado de nucleétidos de la hebra
codificante se corresponda con un grupo modificado de otro modo de nucleétidos de la hebra no codificante y
viceversa. Por ejemplo, cuando se aparea la hebra codificante con la hebra no codificante en el duplex de ARNbc, el
motivo alternante en la hebra codificante puede empezar con "ABABAB" de 5'-3' de la hebra y el motivo alternante
en la hebra no codificante puede empezar con "BABABA" de 5'-3' de la hebra dentro de la region de duplex. Como
otro ejemplo, el motivo alternante en la hebra codificante puede empezar con "AABBAABB" de 5'-3' de la hebra y el
motivo alternante en la hebra no codificante puede empezar con "BBAABBAA" de 5'-3' de la hebra dentro de la
region de duplex, de manera que haya un desplazamiento completo o parcial de los patrones de modificacion entre
la hebra codificante y la hebra no codificante.

En una implementacion, el agente de iARN que comprende el patrén del motivo alternante de modificacion de 2'-O-
metilo y modificacion de 2'-F en la hebra codificante tiene inicialmente un desplazamiento con respecto al patrén del
motivo alternante de modificacion de 2'-O-metilo y modificacion de 2'-F en la hebra no codificante inicialmente, es
decir, el nucleétido modificado con 2'-O-metilo en la hebra codificante aparea bases con un nucleétido modificado
con 2'-F en la hebra no codificante y viceversa. La posicion 1 de la hebra codificante puede empezar con la
modificacion de 2'-F y la posicion 1 de la hebra no codificante puede empezar con la modificacion 2'-O-metilo.

La introduccion de uno o mas motivos de tres modificaciones idénticas en tres nucleétidos consecutivos a la hebra
codificante y/o hebra no codificante interrumpe el patron de modificacion inicial presente en la hebra codificante y/o
hebra no codificante. Esta interrupcion del patrén de modificacion de la hebra codificante y/o no codificante
introduciendo uno o mas motivos de tres modificaciones idénticas en tres nucledtidos consecutivos a la hebra
codificante y/o no codificante potencia sorprendentemente la actividad de silenciamiento génico para el gen diana.

En una implementacion, si el motivo de tres modificaciones idénticas en tres nucleétidos consecutivos se introduce a
cualquiera de las hebras, la modificacion del nucledtido siguiente al motivo es una modificacion diferente a la
modificacion del motivo. Por ejemplo, la porcion de la secuencia que contiene el motivo es "...NaYYYNy...", en la que
"Y" representa la modificacion del motivo de tres modificaciones idénticas en tres nucledtidos consecutivos, y "Ng" y
"Np" representan una modificacion al nucleétido siguiente al motivo "YYY" que es diferente de la modificacién de Y, y
en la que Na y Ny, pueden ser modificaciones iguales o diferentes. Alternativamente, N, y/o N, pueden estar
presentes o ausentes cuando esta presente una modificacion de ala.

El agente de iARN puede comprender ademas al menos un enlace internucleotidico fosforotioato o metilfosfonato.
La modificacion del enlace internucleotidico fosforotioato o metilfosfonato puede producirse en cualquier nucleétido
de la hebra codificante o hebra no codificante o ambas hebras en cualquier posicion de la hebra. Por ejemplo, la
modificacion del enlace internucleotidico puede producirse en cada nucleétido en la hebra codificante y/o hebra no
codificante; cada modificacion del enlace internucleotidico puede producirse en un patrén alternante en la hebra
codificante y/o hebra no codificante; o la hebra codificante o hebra no codificante puede contener ambas
modificaciones del enlace internucleotidico en un patrén alternante. El patron alternante de la modificacion del
enlace internucleotidico en la hebra codificante puede ser igual o diferente de aquel de la hebra no codificante, y el
patréon alternante de la modificacién del enlace internucleotidico en la hebra codificante puede tener un
desplazamiento con respecto al patrén alternante de la modificacion del enlace internucleotidico en la hebra no
codificante.

En una implementacién, la iARN comprende una modificacién del enlace internucleotidico fosforotioato o
metilfosfonato en la region de nucledtidos protuberantes. Por ejemplo, la regién de nucledtidos protuberantes puede
contener dos nucleétidos que tienen un enlace internucleotidico fosforotioato o metilfosfonato entre los dos
nucledétidos. También pueden hacerse modificaciones del enlace internucleotidico para enlazar los nucleétidos
protuberantes con los nucleétidos apareados terminales dentro de la regién de duplex. Por ejemplo, al menos 2, 3, 4,
o todos los nucleétidos protuberantes, pueden estar enlazados mediante enlace internucleotidico fosforotioato o
metilfosfonato, y opcionalmente, puede haber enlaces internucleotidicos fosforotioato o metilfosfonato adicionales
que enlacen el nucleétido protuberante con un nucleétido apareado que esta junto al nucleétido protuberante. Por
ejemplo, puede haber al menos dos enlaces internucleotidicos fosforotioato entre los tres nucleétidos terminales, en
los que dos de los tres nucledtidos son nucleétidos protuberantes, y el tercero es un nucleétido apareado junto al
nucledtido protuberante. Estos tres nucleotidos terminales pueden estar en el extremo 3' de la hebra no codificante,
el extremo 3' de la hebra codificante, el extremo 5' de la hebra no codificante y/o el extremo 5' de la hebra no
codificante.

En una implementacion, los 2 nucleétidos protuberantes estan en el extremo 3' de la hebra no codificante, y hay dos
enlaces internucleotidicos fosforotioato entre los tres nucleétidos terminales, en la que dos de los tres nucleétidos
son los nucledtidos protuberantes, y el tercer nucledtido es un nucleétido apareado junto al nucleétido protuberante.
Opcionalmente, el agente de iARN puede tener adicionalmente os enlaces internucleotidicos fosforotioato entre los
tres nucledtidos terminales en tanto el extremo 5' de la hebra codificante como en el extremo 5' de la hebra no
codificante.

En una implementacion, el agente de iARN comprende desapareamiento(s) con la diana, dentro del duplex, o
combinaciones de los mismos. Un "desapareamiento puede ser apareamiento de bases no candnico u otro
apareamiento distinto de candnico de nucleodtidos. El desapareamiento puede producirse en la region de nucleétidos
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protuberantes o la region de duplex. El par de bases puede clasificarse basandose en su tendencia a promover la
disociacion o fusion (por ejemplo, en la energia de asociacion libre o disociacion de un apareamiento particular, el
enfoque mas simple es examinar los pares en un par de bases individual, aunque también pueden usarse el vecino
siguiente o analisis similares). En términos de promover la disociacion: se prefiere A:U a G:C; se prefiere G:U a G:C;
y se prefiere 1:C a G:C (I=inosina). Se prefieren los desapareamientos, por ejemplo, no canonicos o distintos de
apareamientos canodnicos (como se describe en cualquier parte en el presente documento) a los apareamientos
canonicos (A:T, A:U, G:C); y se prefieren apareamientos que incluyen una base universal a los apareamientos
canonicos. Una "base universal" es una base que presenta la capacidad de sustituir cualquiera de las cuatro bases
normales (G, C, A y U) sin desestabilizar significativamente las interacciones de pares de bases vecinas o alterar la
utilidad bioquimica funcional esperada del oligonucleétido modificado. Ejemplos no limitantes de bases universales
incluyen 2'-desoxiinosina (hipoxantina desoxinucle6tido) o sus derivados, analogos de nitroazol, y bases de unién no
a hidrogeno aromaticas hidrofobas.

En una implementacion, el agente de iARN comprende al menos uno del primer 1, 2, 3, 4 o 5 pares de bases dentro
de las regiones de duplex del extremo 5' de la hebra no codificante seleccionados independientemente del grupo de:
A:U, G:U, I:C, y pares desapareados, por ejemplo, apareamientos no canonicos o distintos de canodnicos o
apareamientos que incluyen una base universal, para promover la disociacion de la hebra no codificante en el
extremo 5' del duplex.

En una implementacion, el nucledtido en la posicién 1 dentro de la region de duplex del extremo 5' en la hebra no
codificante esta seleccionado del grupo que consiste en A, dA, dU, U y dT. Alternativamente, al menos uno del
primer 1, 2 o 3 pares de bases dentro de la regién de duplex del extremo 5' de la hebra no codificante es un par de
bases AU. Por ejemplo, el primer par de bases dentro de la regiéon de duplex del extremo 5' de la hebra no
codificante es un par de bases AU.

En otra implementacion, el nucledtido en el extremo 3' de la hebra codificante es desoxi-timina (dT). En otra
realizacion, el nucleétido en el extremo 3' de la hebra no codificante es desoxi-timina (dT). En una implementacion,
hay una secuencia corta de nucleétidos de desoxi-timina, por ejemplo, dos nucleétidos dT en el extremo 3' de la
hebra codificante y/o no codificante.

En una realizacion, la secuencia de la hebra codificante puede representarse por la férmula (1):
5' Np-Na-(XXX)i-Np-YYY-Np~(ZZZ);-Na-nq 3' 0]
en la que:
i y j son cada uno independientemente 0 o 1;
p y g son cada uno independientemente 0-6;

cada N, representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-25 nucleétidos
modificados, comprendiendo cada secuencia al menos dos nucleétidos modificados de forma diferente;

cada Ny representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-10 nucleétidos
modificados;

cada n, y nq representan independientemente un nucleétido protuberante;
en la que Nb y Y no tienen la misma modificacion; y

XXX, YYY y ZZZ representan cada uno independientemente un motivo de tres modificaciones idénticas en tres
nucledtidos consecutivos. Preferentemente, YYY es todos nucleétidos modificados con 2'-F.

En una implementacioén, N5 y/o N, comprenden modificaciones de patron alternante.

En una implementacion, el motivo YYY se produce en o cerca del sitio de escisién de la hebra codificante. Por
ejemplo, si el agente de iARN tiene una region de duplex de 17-23 nucledtidos de longitud, el motivo YYY puede
producirse en o la vecindad del sitio de escision (por ejemplo: puede producirse en las posiciones 6,7, 8, 7, 8, 9, 8,
9,10,9, 10, 11,10, 11,12 u 11, 12, 13) de - la hebra codificante, empezando a contar desde el 1° nucledtido, desde
el extremo 5'; u opcionalmente, empezando a contar en el 1° nucleétido apareado dentro de la regién de duplex,
desde el extremo 5'.

En una implementacion,ies1yjes 0,0ies0yjes 1, otantoi como json 1. La hebra codificante puede, por tanto,
representarse por las siguientes férmulas:

5' Np-Na-YYY-Np-ZZZ-Na-ng 3' (Ib);
5' Np-Na-XXX-Np-YYY-Na-ng 3' (Ic);
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5' Np-Na-XXX-Nb-YYY-Np-ZZZ-Na-nq 3' (1d).

Si la hebra codificante se representa por la féormula (Ib), Ny representa una secuencia de oligonucledtidos que
comprende 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nucleétidos modificados. Cada N, puede representar independientemente una
secuencia de oligonucledtidos que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucleétidos modificados.

Si la hebra codificante se representa como la formula (Ic), N, representa una secuencia de oligonucleétidos que
comprende 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o O nucledtidos modificados. Cada N, puede representan
independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 2-20, 2-15 o0 2-10 nucleétidos modificados.

Si la hebra codificante se representa como la formula (Id), cada Ny representa independientemente una secuencia
de oligonucleétidos que comprende 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nucledtidos modificados. Preferentemente, Ny es 0, 1,
2, 3, 4,5 0 6, cada N, puede representar independientemente una secuencia de oligonucledtidos que comprende 2-
20, 2-15 0 2-10 nucledétidos modificados.

Cada uno de X, Y y Z puede ser igual o diferente entre si.
En otras implementaciones, ies 0 y j es 0, y la hebra codificante puede representarse por la férmula:
5' np-Na-YYY-Na-ng 3' (12).

Si la hebra codificante se representa por la formula (la), cada N, puede representar independientemente una
secuencia de oligonucledtidos que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucleétidos modificados.

En una implementacion, la secuencia de la hebra no codificante de la iARN puede representarse por la férmula (11):
5' ng-Na'-(Z'Z'Z")i-Np-Y'Y'Y'-Np'- (X'X'X")-N'a-np' 3' (11
en la que:
k y I son cada uno independientemente 0 o 1;
p'y q' son cada uno independientemente 0-6;

cada N.' representa independientemente una secuencia de oligonucledtidos que comprende 0-25 nucleétidos
modificados, comprendiendo cada secuencia al menos dos nucleétidos modificados de forma diferente;

cada Nyp' representa independientemente una secuencia de oligonucledtidos que comprende 0-10 nucleétidos
modificados;

cada n,' y nq' representan independientemente un nucleétido protuberante;
en la que Np' y Y' no tienen la misma modificacion;

y

XXX, YY'Y'y Z'Z'Z' representan cada uno independientemente un motivo de tres modificaciones idénticas en
tres nucledtidos consecutivos.

En una implementacion, Ny’ y/o Ny,' comprenden modificaciones de patrén alternante.

El motivo Y'Y'Y' se produce en o cerca del sitio de escision de la hebra no codificante. Por ejemplo, si el agente de
iARN tiene una region de duplex de 17-23 nucledtidos de longitud, el motivo Y'Y'Y' puede producirse en las
posiciones 9, 10, 11;10, 11, 12; 11, 12, 13; 12, 13, 14; 0 13, 14, 15 de la hebra no codificante, empezando a contar
desde el 1° nucledtido, desde el extremo 5'; u opcionalmente, empezando a contar en el 1° nucleétido apareado
dentro de la regidon de duplex, desde el extremo 5'. Preferentemente, el motivo Y'Y'Y' se produce en las posiciones
11, 12, 13.

En una implementacién, el motivo Y'Y'Y' es todo nucleétidos modificados con 2'-OMe.
En una implementacién, kes 1yles 0,o0kes0yles 1, otanto k como | son 1.
La hebra no codificante puede, por tanto, representarse por las siguientes férmulas:
5' ng-Na"-Z'2'Z"-Np-Y'Y'Y'-Na'-ny 3' (llb);
5' ng-Na"-Y'Y'Y'-Np'-X'X'X'-n, 3' (lle);
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5' Ng-Na'-Z'Z'Z'-Np-Y'Y"'Y'-Np'-X'X'X'-Na"-np 3' (nd).

Si la hebra no codificante se representa por la formula (lIb), Ny' representa una secuencia de oligonucleétidos que
comprende 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nucleétidos modificados. Cada N,' representa independientemente
una secuencia de oligonucleotidos que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucleétidos modificados.

Si la hebra no codificante se representa como la formula (lic), Ny' representa una secuencia de oligonucleétidos que
comprende 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nucleétidos modificados. Cada N,' representa independientemente
una secuencia de oligonucleétidos que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucleétidos modificados.

Si la hebra no codificante se representa como la formula (lld), cada Np' representa independientemente una
secuencia de oligonucleotidos que comprende 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nucleétidos modificados. Cada
N.' representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucledtidos
modificados. Preferentemente, Np es 0, 1, 2, 3,4, 50 6.

En otras implementaciones, k es 0 y | es 0 y la hebra no codificante puede representarse por la férmula:
5' np-Na-Y'Y'Y'-Na'-ng' 3' (1a).

Si la hebra no codificante se representa como la formula (lla), cada Nj' representa independientemente una
secuencia de oligonucledétidos que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucleétidos modificados.

Cada uno de X', Y'y Z' puede ser igual o diferente entre si.

Cada nucleotido de la hebra codificante y la hebra no codificante puede estar independientemente modificado con
LNA, HNA, CeNA, 2'-metoxietilo, 2'-O-metilo, 2'-O-alilo, 2'-C-alilo, 2'-hidroxilo o 2'-flior. Por ejemplo, cada nucleétido
de la hebra codificante y la hebra no codificante esta independientemente modificado con 2'-O-metilo o 2'-flior. Cada
X, Y,Z, X, Y'yZ, en particular, puede representar una modificacion de 2'-O-metilo o una modificacion de 2'-fluor.

En una implementacion, la hebra codificante del agente de iIARN puede contener el motivo YYY que se produce en
las posiciones 9, 10 y 11 de la hebra cuando la region de duplex tiene 21 nt, empezando a contar desde el 1°
nucledétido desde el extremo 5', u opcionalmente, empezando a contar en el 1° nucleétido apareado dentro de la
region de duplex, desde el extremo 5'; y Y representa modificacion de 2'-F. La hebra codificante puede contener
adicionalmente un motivo XXX o motivos ZZZ como modificaciones de ala en el extremo opuesto de la regiéon de
duplex; y XXXy ZZZ representan cada uno independientemente una modificacion de 2'-OMe o modificacion de 2'-F.

En una implementacién la hebra no codificante puede contener el motivo Y'Y'Y' que se produce en las posiciones 11,
12, 13 de la hebra, empezando a contar desde el 1° nucleétido desde el extremo 5', u opcionalmente, empezando a
contar en el 1° nucleétido apareado dentro de la region de duplex, desde el extremo 5'; y Y' representa modificacion
de 2'-O-metilo. La hebra no codificante puede contener adicionalmente un motivo X'X'X' o motivos Z'Z'Z' como
modificaciones de ala en el extremo opuesto de la region de duplex; y X'X'X' y Z'Z'Z' representan cada uno
independientemente una modificacion de 2'-OMe o modificacion de 2'-F.

La hebra codificante representada por una cualquiera de las formulas (la), (Ib), (Ic) y (Id) anteriores forma un duplex
con una hebra no codificante que se representa por una cualquiera de las férmulas (lla), (llb), (lic) y (lld),
respectivamente.

Por consiguiente, los agentes de iARN para su uso en los métodos descritos pueden comprender una hebra
codificante y una hebra no codificante, teniendo cada hebra 14 a 30 nucledtidos, el duplex de iARN representado por
la formula (I1):

sentido: 5' np -Na-(XXX);i -Np-YYY-Ny -(ZZZ)-Na-nq 3'
antisentido: 3' np"-Na'-(X'X'X)-Np'-Y'Y'Y'-Np'-(Z'Z'Z")-Na'-ng' 5'
(1)
en la que:
i, j, ky I son cada uno independientemente 0 0 1;
p, P, q Yy q' son cada uno independientemente 0-6;

cada Na y N;' representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-25
nucleétidos modificados, comprendiendo cada secuencia al menos dos nucleétidos modificados de forma
diferente;

cada N, y Ny representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 0-10
nucledtidos modificados;
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en la que

cada ny', np, Nq' Y Ng, cada uno de los cuales puede o puede no estar presente, representa independientemente
un nucledtido protuberante; y

XXX, YYY, Z2ZZ, XXX, YY'Y' y Z'ZZ' representan cada uno independientemente un motivo de tres
modificaciones idénticas en tres nucledtidos consecutivos.

En una implementacion,iesOyjes0;o0ies1yjes0;0ies0yjes 1; 0 tanto i como j son 0; o tanto i como j son 1.
En otra implementacion, kes Oy les 0;okes 1yles 0; kes 0y les 1; o tanto k como | son 0; o tanto k como | son
1.

Combinaciones a modo de ejemplo de la hebra codificante y la hebra no codificante que forman un duplex de iARN
incluyen las siguientes formulas:

5'1p-Na-Y Y Y -Nyng 3'
30, -N,-Y'YY' -Nyng 5
(ITa)
51, -N,-YYY -Ny-ZZZ -Nyng 3'
3' 1y Ny -Y'Y'YNy-ZZ'Z' Ny ng 5'
(Ilb)
5 np-Ny- XX X -Np-Y Y Y - Ny 3'
30y, N, -X'X'X' Ny -Y'Y'Y'-N, -ng '

(Illc)

5'0p-Na-X X X -Np-Y Y'Y -Ny- Z Z Z -N,-ng 3'

3' 1y N, -X'X'X'-Np -Y'Y'Y'-Ny -Z'Z'Z'-Npng §'
(I114)

Si el agente de iARN se representa por la férmula (llla), cada N, representa independientemente una secuencia de
oligonucleétidos que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucleétidos modificados.

Si el agente de iARN se representa por la férmula (lllb), cada Ny representa independientemente una secuencia de
oligonucledtidos que comprende 1-10, 1-7, 1-5 o 1-4 nucledtidos modificados. Cada N, representa
independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 2-20, 2-15 o0 2-10 nucleétidos modificados.

Si el agente de iARN se representa como la formula (llic), cada Ny, Np' representa independientemente una
secuencia de oligonucleotidos que comprende 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nucledtidos modificados. Cada
Na representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 2-20, 2-15 o 2-10 nucleétidos
modificados.

Si el agente de iIARN se representa como la férmula (llld), cada Ny, Ny' representa independientemente una
secuencia de oligonucleotidos que comprende 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2 o 0 nucledtidos modificados. Cada
Na, Na' representa independientemente una secuencia de oligonucleétidos que comprende 2-20, 2-15 o 2-10
nucleétidos modificados. Cada uno de Ns, NJ', Np y Np' comprende independientemente modificaciones de patron
alternante.

Cada uno de X, Y y Z en las formulas (lll), (Illa), (11Ib), (llic) y (llid) puede ser igual o diferente entre si.

Si el agente de iARN se representa por la formula (ll1), (llla), (11Ib), (llic) y (llid), al menos uno de los nucledtidos Y
puede formar un par de bases con uno de los nucleétidos Y'. Alternativamente, al menos dos de los nucleétidos Y
forman pares de bases con los nucleétidos Y' correspondientes; o los tres de los nucleétidos Y forman todos pares
de bases con los nucleétidos Y' correspondientes.

Si el agente de iARN se representa por la formula (l1lb) o (llld), al menos uno de los nucleétidos Z puede formar un
par de bases con uno de los nucleétidos Z'. Alternativamente, al menos dos de los nucleétidos Z forman pares de
bases con los nucleétidos Z' correspondientes; o los tres de los nucledétidos Z forman todos pares de bases con los
nucleétidos Z' correspondientes.

Si el agente de iARN se representa como la formula (Ilic) o (llld), al menos uno de los nucledtidos X puede formar un
par de bases con uno de los nucledtidos X'. Alternativamente, al menos dos de los X nucleétidos forman pares de
bases con los nucledtidos X' correspondientes; o los tres de los X nucleétidos forman todos pares de bases con los
nucleétidos X' correspondientes.
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En una implementacion, la modificaciéon en el nucleétido Y es diferente de la modificacién en el nucleétido Y, la
modificacion en el nucleétido Z es diferente de la modificacion en el nucleétido Z', y/o la modificacion en el nucleétido
X es diferente de la modificacion en el nucledtido X'.

En una implementacion, si el agente de iARN se representa por la formula (llld), las modificaciones en N, son
modificaciones de 2'-O-metilo o 2'-flior. En otra implementacion, si el agente de iARN se representa por la formula
(Ind), las modificaciones en Na son modificaciones de 2'-O-metilo o 2'-flior y ny' >0 y al menos un n,' esta ligado a un
nucledtido vecino mediante enlace fosforotioato. En otra implementacién mas, si el agente de iARN se representa
por la férmula (llld), las modificaciones en N5 son modificaciones de 2'-O-metilo o 2'-fltor, n,' >0 y al menos un ny'
esta ligado a un nucleétido vecino mediante enlace fosforotioato, y la hebra codificante esta conjugada con uno o
mas derivados de GalNAc unidos mediante un conector ramificado bivalente o trivalente. En otra implementacion, si
el agente de iARN se representa por la formula (llld), las modificaciones en N; son modificaciones de 2'-O-metilo o
2'fldor, ny' >0 y al menos un n,' esta ligado a un nucledtido vecino mediante enlace fosforotioato, la hebra
codificante comprende al menos un enlace fosforotioato y la hebra codificante esta conjugada con uno o mas
derivados de GalNAc unidos mediante un conector ramificado bivalente o trivalente.

En una implementacion, si el agente de iARN se representa por la formula (llla), las modificaciones en N, son
modificaciones de 2'-O-metilo o 2'-fltor, ny,' >0 y al menos un n,' esta ligado a un nucleétido vecino mediante enlace
fosforotioato, la hebra codificante comprende al menos un enlace fosforotioato y la hebra codificante esta conjugada
con uno o mas derivados de GalNAc unidos mediante un conector ramificado bivalente o trivalente.

En una implementacion, el agente de iARN es un multimero que contiene al menos dos duplex representados por la
férmula (111, (ll1a), (11b), (Ilic) y (llld), en el que los duplex estan conectados por un conector. El conector puede ser
escindible o no escindible. Opcionalmente, el multimero comprende ademas un ligando. Cada uno de los duplex
puede dirigirse al mismo gen o a dos genes diferentes; o cada uno de los duplex puede dirigirse al mismo gen en
dos sitios diana diferentes.

En una implementacion, el agente de iARN es un multimero que contiene tres, cuatro, cinco, seis o mas duplex
representados por la formula (lll), (111a), (llib), (llic) y (llid), en el que los duplex estan conectados por un conector. El
conector puede ser escindible o no escindible. Opcionalmente, el multimero comprende ademas un ligando. Cada
uno de los duplex puede dirigirse al mismo gen o a dos genes diferentes; o cada uno de los duplex puede dirigirse al
mismo gen en dos sitios diana diferentes.

En una implementacion, dos agentes de iARN representados por la formula (ll1), (llla), (llib), (llic) y (llld) estan
enlazados entre si en el extremo 5', y uno o ambos de los extremos 3' y estan opcionalmente conjugados con un
ligando. Cada uno de los agentes puede dirigirse al mismo gen o a dos genes diferentes; o cada uno de los agentes
puede dirigirse al mismo gen en dos sitios diana diferentes.

Diversas publicaciones describen agentes de iARN multiméricos que pueden usarse en los métodos de la invencion.
Tales publicaciones incluyen el documento WO2007/091269, patente de EE.UU. N.° 7858769, documentos
W02010/141511, WO2007/117686, W0O2009/014887 y W0O2011/031520.

El agente de iARN que contiene conjugaciones de uno o mas restos de hidrato de carbono con un agente de iARN
puede optimizar una o mas propiedades del agente de iIARN. En muchos casos, €l resto de hidrato de carbono se
unira a una subunidad modificada del agente de iARN. Por ejemplo, el aztcar de ribosa de una o mas subunidades
de ribonucledtido de un agente de ARNbc puede sustituirse con otro resto, por ejemplo, un vehiculo no de hidrato de
carbono (preferentemente ciclico) con el que esta unido un ligando de hidrato de carbono. Una subunidad de
ribonucledtido en la que el azicar de ribosa de la subunidad se ha sustituido asi se denomina en el presente
documento una subunidad de modificacién de sustitucion de ribosa (RRMS). Un vehiculo ciclico puede ser un
sistema de anillos carbociclicos, es decir, todos los atomos de anillo son atomos de carbono, o un sistema de anillos
heterociclicos, es decir, uno o mas atomos del anillo pueden ser un heteroatomo, por ejemplo, nitrégeno, oxigeno,
azufre. El vehiculo ciclico puede ser un sistema de anillos monociclicos, o puede contener dos o mas anillos, por
ejemplo, anillos condensados. El vehiculo ciclico puede ser un sistema de anillos completamente saturados, o puede
contener uno o mas dobles enlaces.

El ligando puede unirse al polinucleétido mediante un vehiculo. Los vehiculos incluyen (i) al menos un "punto de
union al esqueleto”, preferentemente dos "puntos de unién al esqueleto” y (ii) al menos un "punto de unién al
anclaje". Un "punto de union al esqueleto”, como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo funcional,
por ejemplo, un grupo hidroxilo, o generalmente, un enlace disponible para, y que es adecuado para la incorporacion
del vehiculo en el esqueleto, por ejemplo, el esqueleto de fosfato, o fosfato modificado, por ejemplo, que contiene
azufre, de un acido ribonucleico. Un "punto de unién al anclaje" (TAP) en algunas realizaciones se refiere a un atomo
del anillo constituyente del vehiculo ciclico, por ejemplo, un atomo de carbono o un heteroatomo (distinto de un
atomo que proporciona un punto de unién al esqueleto), que conecta un resto seleccionado. El resto puede ser, por
ejemplo, un hidrato de carbono, por ejemplo monosacarido, disacarido, trisacarido, tetrasacarido, oligosacarido y
polisacarido. Opcionalmente, el resto seleccionado esta conectado por un anclaje intermedio al vehiculo ciclico. Asi,
el vehiculo ciclico frecuentemente incluira un grupo funcional, por ejemplo, un grupo amino, o generalmente,
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proporcionara un enlace, que es adecuado para la incorporacion o anclaje de otra entidad quimica, por ejemplo, un
ligando al anillo constituyente.

Los agentes de iARN pueden conjugarse con un ligando mediante un vehiculo, en el que el vehiculo puede ser
grupo ciclico o grupo aciclico; preferentemente, el grupo ciclico esta seleccionado de pirrolidinilo, pirazolinilo,
pirazolidinilo, imidazolinilo, imidazolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, [1,3]dioxolano, oxazolidinilo, isoxazolidinilo,
morfolinilo, tiazolidinilo, isotiazolidinilo, quinoxalinilo, piridazinonilo, tetrahidrofurilo y decalina; preferentemente, el
grupo aciclico esta seleccionado de esqueleto de serinol o esqueleto de dietanolamina.

En ciertas implementaciones especificas, el agente de iARN para su uso en los métodos de la invencion es un
agente seleccionado del grupo de agentes enumerados en una cualquiera de las Tablas 1,2,5y 7.

Estos agentes pueden comprender ademas un ligando.
A. Ligandos

Los agentes de ARN bicatenario (ARNbc) pueden conjugarse opcionalmente con uno o mas ligandos. El ligando
puede unirse a la hebra codificante, hebra no codificante o ambas hebras, en el extremo 3', extremo 5' 0 ambos
extremos. Por ejemplo, el ligando puede conjugarse con la hebra codificante. En realizaciones preferidas, el ligando
se conjuga con el extremo 3' de la hebra codificante. En una realizacion preferida, el ligando es un ligando de
GalNAc. En realizaciones particularmente preferidas, el ligando es GalNAcs:

Ho OH

0 H H
HO\&A/O\/\/\H/N\/\/N

AcHN

o] o 0
Ho OH
ey e
HO o\/\/YN/\/\N 0
AcHN 5 H H

En algunas implementaciones, el ligando, por ejemplo, ligando de GalNAc, esta unido al extremo 3' del agente de
iARN. En una implementacion, el agente de iARN esta conjugado con el ligando, por ejemplo, ligando de GalNAc,
como se muestra en el siguiente esquema

en el que X es O 0 S. En una implementacién, X es O.

Puede acoplarse una amplia variedad de entidades a los agentes de iARN de la presente invencion. Restos
preferidos son ligandos, que se acoplan, preferentemente covalentemente, tanto directa como indirectamente
mediante un anclaje intermedio.

En implementaciones preferidas, un ligando altera la distribucién, eleccion de diana o vida util de la molécula en la
que se incorpora. En realizaciones preferidas, un ligando proporciona una afinidad potenciada por una diana
seleccionada, por ejemplo, molécula, célula o tipo de célula, compartimento, receptor, por ejemplo, un
compartimento celular o de érgano, tejido, 6érgano o region del cuerpo, como, por ejemplo, en comparacién con una
especie tal como un ligando. Los ligandos que proporcionan afinidad potenciada por una diana seleccionada también
se llaman ligandos que eligen diana.
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Algunos ligandos pueden tener propiedades endosomoliticas. Los ligandos endosomoliticos promueven la lisis del
endosoma y/o transporte de la composicion de la invencion, o sus componentes, del endosoma al citoplasma de la
célula. El ligando endosomolitico puede ser un péptido polianidnico o peptidomimético que muestra actividad de la
membrana dependiente del pH y fusogenicidad. En una implementacion, el ligando endosomolitico asume su
conformacién activa a pH endosémico. La conformacion "activa" es aquella conformacion en la que el ligando
endosomolitico promueve la lisis del endosoma y/o transporte de la composicion de la invencion, o sus
componentes, del endosoma al citoplasma de la célula. Ligandos endosomoliticos a modo de ejemplo incluyen el
péptido GALA (Subbarao et al., Biochemistry, 1987, 26: 2964-2972), el péptido EALA (Vogel et al., J. Am. Chem.
Soc., 1996, 118: 1581-1586) y sus derivados (Turk et al., Biochem. Biophys. Acta, 2002, 1559: 56-68). En una
realizacion, el componente endosomolitico puede contener un grupo quimico (por ejemplo, un aminoacido) que
experimentara un cambio en la carga o protonacién en respuesta a un cambio en el pH. El componente
endosomolitico puede ser lineal o ramificado.

Los ligandos pueden mejorar las propiedades de transporte, hibridacion y especificidad y también pueden mejoran la
resistencia a nucleasas del oligorribonucledtido natural o modificado resultante, o una molécula polimérica que
comprenda cualquier combinacion de mondémeros descritos en el presente documento y/o ribonucledétidos naturales
o modificados.

Los ligandos pueden incluir en general modificadores terapéuticos, por ejemplo, para potenciar la captacion;
compuestos de diagndstico o grupos indicadores, por ejemplo, para monitorizar la distribucion; agentes de
reticulacion; y restos que confieren resistencia a nucleasas. Ejemplos generales incluyen lipidos, esteroides,
vitaminas, azucares, proteinas, péptidos, poliaminas y peptidomiméticos.

Los ligandos pueden incluir una sustancia que se produce naturalmente, tal como una proteina (por ejemplo,
albumina de suero humano (HSA), lipoproteina de baja densidad (LDL), lipoproteina de alta densidad (HDL) o
globulina); un hidrato de carbono (por ejemplo, un dextrano, pululano, quitina, quitosano, inulina, ciclodextrina o
acido hialurénico); o un lipido. El ligando también puede ser una molécula recombinante o sintética, tal como un
polimero sintético, por ejemplo, un poliaminoacido sintético, un oligonucleétido (por ejemplo, un aptamero). Ejemplos
de poliaminoacidos incluyen poliaminoacido es una polilisina (PLL), acido poli-L-aspartico, acido poli-L-glutamico,
copolimero de estireno- anhidrido de acido maleico, copolimero de poli(L-lactida-co-glicolida), copolimero de éter
divinilico-anhidrido maleico, copolimero de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HMPA), polietilenglicol (PEG),
poli(alcohol vinilico) (PVA), poliuretano, poli(acido 2-etilacrilico), polimeros de N-isopropilacrilamida o polifosfazina.
Ejemplos de poliaminas incluyen: polietilenimina, polilisina (PLL), espermina, espermidina, poliamina,
pseudopéptido-poliamina, poliamina peptidomimética, poliamina dendrimera, arginina, amidina, protamina, lipido
catiénico, porfirina catidnica, sal cuaternaria de una poliamina, o un péptido helicoidal alfa.

Los ligandos también pueden incluir grupos que eligen diana, por ejemplo, un agente que elige como diana célula o
tejido, por ejemplo, una lectina, glucoproteina, lipido o proteina, por ejemplo, un anticuerpo, que se une a un tipo de
célula especificada tal como una célula de rifidn. Un grupo que elige diana puede ser una tirotropina, melanotropina,
lectina, glucoproteina, proteina A tensioactiva, hidrato de carbono de mucina, lactosa multivalente, galactosa
multivalente,  N-acetil-galactosamina, = N-acetil-glucosamina, manosa multivalente, fucosa multivalente,
poliaminoacidos glucosilados, galactosa multivalente, transferrina, bisfosfonato, poliglutamato, poliaspartato, un
lipido, colesterol, un esteroide, acido biliar, folato, vitamina B12, biotina, un péptido RGD, un peptidomimético de
RGD o un aptamero.

Otros ejemplos de ligandos incluyen colorantes, agentes intercalantes (por ejemplo, acridinas), reticulantes (por
ejemplo, psoraleno, mitomicina C), porfirinas (TPPC4, texafirina, safirinas), hidrocarburos aromaticos policiclicos (por
ejemplo, fenazina, dihidrofenazina), endonucleasas artificiales o un quelante (por ejemplo, EDTA), moléculas
lipdfilas, por ejemplo, colesterol, acido colico, acido adamantanoacético, acido 1-pirenobutirico, dihidrotestosterona,
1,3-bis-O(hexadecil)glicerol, grupo geraniloxihexilo, hexadecilglicerol, borneol, mentol, 1,3-propanodiol, grupo
heptadecilo, acido palmitico, acido miristico, acido O3-(oleoil)litocolico, acido O3-(oleoil)colénico, dimetoxitritilo o
fenoxazina)y conjugados de péptidos (por ejemplo, péptido de Antennapedia, péptido Tat), agentes alquilantes,
fosfato, amino, mercapto, PEG (por ejemplo, PEG-40K), MPEG, [MPEG],, poliamino, alquilo, alquilo sustituido,
marcadores radiomarcados, enzimas, haptenos (por ejemplo, biotina), facilitadores del transporte/absorcion (por
ejemplo, aspirina, vitamina E, acido folico), ribonucleasas sintéticas (por ejemplo, imidazol, bisimidazol, histamina,
agrupaciones de imidazol, conjugados de acridina-imidazol, complejos de Eu® de tetraazamacrociclos), dinitrofenilo,
HRP o AP.

Los ligandos pueden ser proteinas, por ejemplo, glucoproteinas, o péptidos, por ejemplo, moléculas que tienen una
afinidad especifica por un co-ligando, o anticuerpos, por ejemplo, un anticuerpo, que se une a un tipo de célula
especificada tal como una célula cancerosa, célula endotelial o célula ésea. Los ligandos también pueden incluir
hormonas y receptores de hormonas. También pueden incluir especies no peptidicas, tales como lipidos, lectinas,
hidratos de carbono, vitaminas, cofactores, lactosa multivalente, galactosa multivalente, N-acetilgalactosamina, N-
acetil-glucosamina, manosa multivalente, fucosa multivalente o aptameros. El ligando puede ser, por ejemplo, un
lipopolisacarido, un activador de MAP cinasa p38, o un activador de NF-kB.
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El ligando puede ser una sustancia, por ejemplo, un farmaco, que puede aumentar la captacion del agente de ARNi
en la célula, por ejemplo, rompiendo el citoesqueleto de la célula, por ejemplo, rompiendo los microtubulos,
microfilamentos y/o filamentos intermedios de la célula. El farmaco puede ser, por ejemplo, taxon, vincristina,
vinblastina, citocalasina, nocodazol, jasplaquinolida, latrunculina A, faloidina, swinholida A, indanocina o mioservina.

El ligando puede aumentar la captacion del oligonucledtido en la célula, por ejemplo, activando una respuesta
inflamatoria. Ligandos a modo de ejemplo que tendrian un efecto tal incluyen factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
alfa), interleucina-1 beta o interferén gamma.

En un aspecto, el ligando es un lipido o molécula basada en lipido. Un lipido o molécula basada en lipido tal se une
preferentemente a proteina del suero, por ejemplo, albumina de suero humano (HSA). Un ligando que se une a HSA
permite la distribucién del conjugado a un tejido diana, por ejemplo, un tejido diana no de rifién del cuerpo. Por
ejemplo, el tejido diana puede ser el higado, que incluye células del parénquima del higado. Otras moléculas que
pueden unirse a HSA también pueden usarse como ligandos. Por ejemplo, pueden usarse naproxeno o aspirina. Un
lipido o ligando basado en lipido puede (a) aumentar la resistencia a la degradacion del conjugado, (b) aumentar la
eleccion de diana o transporte en una célula diana o membrana celular, y/o (c) puede usarse para ajustar la union a
una proteina del suero, por ejemplo, HSA.

Un ligando basado en lipido puede usarse para modular, por ejemplo, controlar la unién del conjugado a un tejido
diana. Por ejemplo, sera menos probable que un lipido o ligando basado en lipido que se une a HSA mas
fuertemente se dirija al rifidén y, por tanto, sera menos probable que sea eliminado del cuerpo. Puede usarse un
ligando de lipido o basado en lipido que se une a HSA menos fuertemente para dirigir el conjugado al rifién.

En una implementacioén preferida, el ligando basado en lipido se une a HSA. Preferentemente, se une a HSA con
una afinidad suficiente de forma que el conjugado se distribuya preferentemente a un tejido no de rifidn. Sin
embargo, se prefiere que la afinidad no sea tan fuerte que la union HSA-ligando no pueda invertirse.

En otra realizacion preferida, el ligando basado en lipido se une a HSA débilmente o no se une en absoluto, de
forma que el conjugado se distribuira preferentemente en el rifidn. También pueden usarse otros restos que se
dirigen a las células del rifion en lugar de o ademas del ligando basado en lipido.

En otro aspecto, el ligando es un resto, por ejemplo, una vitamina, que es captada por una célula diana, por ejemplo,
una célula proliferante. Estas son particularmente Utiles para tratar trastornos caracterizados por proliferacion celular
no deseada, por ejemplo, de tipo maligno o no maligno, por ejemplo, células cancerosas. Vitaminas a modo de
ejemplo incluyen vitamina A, E y K. Otras vitaminas a modo de ejemplo incluyen vitaminas B, por ejemplo, acido
félico, B12, riboflavina, biotina, piridoxal u otras vitaminas o nutrientes captados por células cancerosas. También se
incluyen HAS, lipoproteina de baja densidad (LDL) y lipoproteina de alta densidad (HDL).

En otro aspecto, el ligando es un agente de permeacion celular, preferentemente un agente de permeacion celular
helicoidal. Preferentemente, el agente es anfipatico. Un agente a modo de ejemplo es un péptido tal como tat o
Antennopedia. Si el agente es un péptido, puede modificarse, que incluye un peptidilmimético, invertémeros, enlaces
no peptidicos o pseudo-peptidicos, y el uso de D-aminoacidos. El agente helicoidal es preferentemente un agente
helicoidal alfa, que preferentemente tiene una fase lipofila y una lipéfoba.

El ligando puede ser un péptido o peptidomimético. Un peptidomimético (también denominado en el presente
documento un oligopeptidomimético) es una molécula capaz de plegarse en una estructura tridimensional definida
similar a un péptido natural. El resto de péptido o peptidomimético puede tener aproximadamente 5-50 aminoacidos
de longitud, por ejemplo, aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 aminoacidos de longitud. Un
péptido o peptidomimético puede ser, por ejemplo, un péptido de permeacién celular, péptido catiénico, péptido
anfipatico o péptido hidréfobo (por ejemplo, que consiste principalmente de Tyr, Trp o Phe). El resto de péptido
puede ser un péptido dendrimero, péptido limitado o péptido reticulado. En otra alternativa, el resto de péptido puede
incluir una secuencia de translocacion de la membrana hidréfoba (MTS). Un péptido que contiene MTS hidrofoba a
modo de ejemplo es RFGF que tiene la secuencia de aminoacidos AAVALLPAVLLALLAP (SEQ ID NO: 29). Un
analogo de RFGF (por ejemplo, secuencia de aminoacidos AALLPVLLAAP (SEQ ID NO: 30)) que contiene una MTS
hidréfoba también puede ser un resto que elige diana. El resto de péptido puede ser un péptido de "administracion”,
que puede llevar grandes moléculas polares que incluyen péptidos, oligonucleétidos y proteina a través de las
membranas celulares. Por ejemplo, se ha encontrado que las secuencias de la proteina Tat del VIH
(GRKKRRQRRRPPQ (SEQID NO: 31)) y la proteina Antennapedia de Drosophila (RQIKIWFQNRRMKWKK
(SEQ ID NO: 32)) pueden funcionar como péptidos de administracion. Un péptido o peptidomimético puede
codificarse por una secuencia de ADN aleatoria, tal como un péptido identificado de una biblioteca de expresién en
fago, o biblioteca combinatoria de una perla-un compuesto (OBOC) (Lam et al., Nature, 354:82-84, 1991).
Preferentemente, el péptido o peptidomimético anclado a un agente de ARNi mediante una unidad de monémero
incorporada es un péptido que elige como diana una célula tal como un péptido arginina-glicina-acido aspartico
(RGD), o mimético RGD. Un resto de péptido puede oscilar en longitud de aproximadamente 5 aminoacidos a
aproximadamente 40 aminoacidos. Los restos de péptido pueden tener una modificacién estructural, tal como para
aumentar la estabilidad o dirigir propiedades conformacionales. Puede utilizarse cualquiera de las modificaciones
estructurales descritas mas adelante. Puede usarse un resto de péptido RGD para elegir como diana una célula
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tumoral, tal como una célula tumoral endotelial o una célula tumoral de cancer de mama (Zitzmann et al., Cancer
Res., 62:5139-43, 2002). Un péptido RGD puede facilitar dirigir un agente de ARNi a tumores de una variedad de
otros tejidos, que incluyen el pulmén, rifién, bazo o higado (Aoki et al., Cancer Gene Therapy 8:783-787, 2001).
Preferentemente, el péptido RGD facilitara el dirigir un agente de ARNi al rifion. El péptido RGD puede ser linear o
ciclico, y puede modificarse, por ejemplo, glucosilarse o metilarse para facilitar el ser dirigido a tejidos especificos.
Por ejemplo, un péptido RGD glucosilado puede administrar un agente de ARNi a una célula tumoral que expresa
ovfBs (Haubner et al.,, Jour. Nucl. Med., 42:326-336, 2001). Pueden usarse péptidos que eligen como diana
marcadores enriquecidos en células proliferantes. Por ejemplo, los péptidos y peptidomiméticos que contienen RGD
pueden dirigirse a células cancerosas, en particular células que presentan una integrina. Asi, podrian usarse
péptidos RGD, péptidos ciclicos que contienen RGD, péptidos RGD que incluyen D-aminoacidos, ademas de
miméticos de RGD sintéticos. Ademas de RGD, pueden usarse otros restos que eligen como diana el ligando de
integrina. Generalmente, tales ligandos pueden usarse para controlar las células proliferantes y la angiogénesis.
Conjugados preferidos de este tipo de ligando eligen como diana PECAM-1, VEGF, u otro gen de cancer, por
ejemplo, un gen de cancer descrito en el presente documento.

Un "péptido de permeacion celular" puede permear en una célula, por ejemplo, una célula microbiana, tal como una
célula bacteriana o fungica, o una célula de mamifero, tal como una célula humana. Un péptido de permeacion en
células microbianas puede ser, por ejemplo, un péptido lineal a-helicoidal (por ejemplo, LL-37 o Ceropin P1), un
péptido que contiene enlace disulfuro (por ejemplo, a-defensina, B-defensina o bactenecina), o un péptido que
contiene solo uno o dos aminoacidos dominantes (por ejemplo, PR-39 o indolicidina). Un péptido de permeacion
celular también puede incluir una sefial de localizacion nuclear (NLS). Por ejemplo, un péptido de permeacion celular
puede ser un péptido anfipatico bipartito, tal como MPG, que se deriva del dominio del péptido de fusién de gp41 del
VIH-1 y NLS del antigeno T grande del SV40 (Simeoni et al., Nucl. Acids Res. 31:2717-2724, 2003).

En una realizacion, un péptido que elige diana puede ser un péptido a-helicoidal anfipatico. Péptidos a-helicoidales
anfipaticos a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, cecropinas, licotoxinas, paradaxinas, buforina, CPF,
péptido similar a bombinina (BLP), catelicidinas, ceratotoxinas, péptidos de S. clava, péptidos antimicrobianos
intestinales de pez bruja (HFIAP), magaininas, brevininas-2, dermaseptinas, melitinas, pleurocidina, péptidos de HzA,
péptidos de Xenopus, esculentinas-1 y caerinas. Se consideraran preferentemente varios factores para mantener la
integridad de la estabilidad de la hélice. Por ejemplo, se utilizara un nimero maximo de residuos de estabilizacion de
la hélice (por ejemplo, leu, ala o lys) y se utilizara un nimero minimo de residuos de desestabilizacion de la hélice
(por ejemplo, prolina, o unidades monoméricas ciclicas. Se considerara el residuo de encapuchado (por ejemplo, Gly
es un residuo de encapuchado de N a modo de ejemplo y/o puede usarse amidacion del extremo C para
proporcionar un enlace de H adicional para estabilizar la hélice. La formacién de puentes salinos entre residuos con
cargas opuestas, separadas por i + 3, 0o i + 4 posiciones, puede proporcionar estabilidad. Por ejemplo, residuos
catidnicos tales como lisina, arginina, homo-arginina, ornitina o histidina pueden formar puentes salinos con los
residuos anidnicos glutamato o aspartato.

Ligandos de péptido y peptidomimético incluyen aquellos que tienen péptidos que se producen naturalmente o
modificados, por ejemplo, péptidos D o L; péptidos a, B o y; N-metilpéptidos; azapéptidos; péptidos que tienen uno o
mas enlaces amida, es decir, peptidicos, sustituidos con uno o mas enlaces urea, tiourea, carbamato o sulfonilurea;
o péptidos ciclicos.

El ligando que elige diana puede ser cualquier ligando que pueda dirigirse a un receptor especifico. Ejemplos son:
folato, GalNAc, galactosa, manosa, manosa-6P, agrupaciones de azicares tales como agrupacion de GalNAc,
agrupacion de manosa, agrupacion de galactosa o un aptamero. Una agrupacion es una combinacion de dos o mas
unidades de azucar. Los ligandos que eligen diana también incluyen ligandos de receptor de integrina, ligandos de
receptor de quimiocina, transferrina, biotina, ligandos de receptor de serotonina, PSMA, endotelina, GCPII,
somatostatina, ligandos de LDL y HDL. Los ligandos también pueden basarse en acido nucleico, por ejemplo, un
aptamero. El aptamero puede estar sin modificar o tener cualquier combinaciéon de modificaciones desveladas en el
presente documento.

Los agentes de liberacion endosémica incluyen imidazoles, poli u oligoimidazoles, PEI, péptidos, péptidos
fusogénicos, policaboxilatos, policationes, oligo o policationes o aniones enmascarados, acetales, poliacetales,
cetales/policetales, ortoésteres, polimeros con cargas catidnicas o anidnicas enmascaradas o desenmascaradas,
dendrimeros con cargas catidnicas o anidnicas enmascaradas o desenmascaradas.

Modulador PC representa modulador farmacocinético. Moduladores PC incluyen lip&filos, acidos biliares, esteroides,
analogos de fosfolipidos, péptidos, agentes de union a proteinas, PEG, vitaminas, etc. Moduladores PC a modo de
ejemplo incluyen, pero no se limitan a, colesterol, acidos grasos, acido cdlico, acido litocdlico, dialquilglicéridos,
diacilglicérido, fosfolipidos, esfingolipidos, naproxeno, ibuprofeno, vitamina E, biotina, etc. Los oligonucleétidos que
comprenden varios enlaces fosforotioato también son conocidos por unirse a proteina del suero, asi,
oligonucledtidos cortos, por ejemplo, oligonucledtidos de aproximadamente 5 bases, 10 bases, 15 bases o 20 bases,
que comprenden multiples enlaces fosforotioato en el esqueleto también son aceptados para la presente invencién
como ligandos (por ejemplo, como agentes de modulacion PC).
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Ademas, los aptameros que se unen a componentes del suero (por ejemplo, proteinas del suero) también son
aceptados para la presente invencion como ligandos moduladores PC.

Otros conjugados de ligando aceptados por la invencion se describen en las solicitudes de patente de EE.UU.
USSN: 10/916.185, presentada el 10 de agosto de 2004; USSN: 10/946.873, presentada el 21 de septiembre de
2004; USSN: 10/833.934, presentada el 3 de agosto de 2007; USSN: 11/115.989 presentada el 27 de abril de 2005 y
USSN: 11/944.227 presentada el 21 de noviembre de 2007.

Si dos o mas ligandos estan presentes, los ligandos pueden todos tener las mismas propiedades, todos tener
propiedades diferentes, o algunos ligandos tienen las mismas propiedades mientras que otros tienen propiedades
diferentes. Por ejemplo, un ligando puede tener propiedades de eleccion de diana, tener actividad endosomolitica o
tener propiedades de modulacion PC. En una realizacion preferida, todos los ligandos tienen propiedades diferentes.

Los ligandos pueden acoplarse a los oligonucleétidos en diversos sitios, por ejemplo, extremo 3', extremo 5', y/o en
una posicion interna. En realizaciones preferidas, el ligando esta unido a los oligonucleétidos mediante un anclaje
intermedio, por ejemplo, un vehiculo descrito en el presente documento. El ligando o ligando anclado puede estar
presente en un mondmero cuando el mondmero se incorpora en la hebra en crecimiento. En algunas realizaciones,
el ligando puede incorporarse mediante acoplamiento con un monémero "precursor" después de que el mondémero
"precursor” se haya incorporado en la hebra en crecimiento. Por ejemplo, un monédmero que tiene, por ejemplo, un
anclaje terminado en amino (es decir, que no tiene ligando asociado), por ejemplo, TAP-(CH2),NH. puede
incorporarse en una hebra de oligonucledtido en crecimiento. En una operacién posterior, es decir, después de la
incorporacion del monémero precursor en la hebra, un ligando que tiene un grupo electréfilo, por ejemplo, un grupo
éster pentafluorofenilico o aldehido, puede unirse posteriormente al monémero precursor acoplando el grupo
electrdfilo del ligando al grupo nucledfilo terminal del anclaje del monémero precursor.

En otro ejemplo, puede incorporarse un mondmero que tiene un grupo quimico adecuado para tomar parte en la
reaccion de quimica de Click, por ejemplo, un anclaje/conector terminado en azida o alquino. En una operacion
posterior, es decir, después de la incorporacién del monémero precursor en la hebra, un ligando que tiene grupo
quimico complementario, por ejemplo, un alquino o azida puede unirse al mondmero precursor acoplando juntos el
alquino y la azida.

Para oligonucleétidos bicatenarios, los ligandos pueden unirse a una o ambas hebras. En algunas realizaciones, un
agente de ARNi bicatenario contiene un ligando conjugado con la hebra codificante. En otras realizaciones, un
agente de ARNi bicatenario contiene un ligando conjugado con la hebra no codificante.

En algunas realizaciones, el ligando puede conjugarse con nucleobases, restos de azucar o enlaces
internucleosidicos de moléculas de acidos nucleicos. La conjugacion con nucleobases de purina o derivados de la
misma puede producirse en cualquier posicion que incluye, atomos endociclicos y exociclicos. En algunas
realizaciones, las posiciones 2, 6, 7 u 8 de una nucleobase de purina estan unidas a un resto de conjugado. La
conjugacion con nucleobases de pirimidina o derivados de la misma también puede producirse en cualquier posicion.
En algunas realizaciones, las posiciones 2, 5 y 6 de una nucleobase de pirimidina pueden estar sustituidas con un
resto de conjugado. La conjugacion con restos de azicar de nucledsidos puede producirse en cualquier atomo de
carbono. Atomos de carbono de ejemplo de un resto de azticar que puede unirse a un resto de conjugado incluyen
los atomos de carbono 2', 3' y 5'. La posicion 1' también puede unirse a un resto de conjugado, tal como en un
residuo abasico. Los enlaces internucleosidicos también pueden llevar restos de conjugado. Para enlaces que
contienen fosforo (por ejemplo, fosfodiéster, fosforotioato, fosforoditioato, fosforoamidato y similares), el resto de
conjugado puede unirse directamente al atomo de fésforo o a un atomo de O, N o S unido al atomo de fésforo. Para
enlaces internucleosidicos que contienen amina o amida (por ejemplo, PNA), el resto de conjugado puede unirse al
atomo de nitrégeno de la amina o amida o a un atomo de carbono adyacente.

Puede usarse cualquier ligando adecuado en el campo de la interferencia por ARN, aunque el ligando normalmente
es un hidrato de carbono, por ejemplo, monosacarido (tal como GalNAc), disacarido, trisacarido, tetrasacarido,
polisacarido.

Conectores que conjugan el ligando con el acido nucleico incluyen aquellos tratados anteriormente. Por ejemplo, el
ligando puede ser uno o mas derivados de GalNAc (N-acetilglucosamina) unidos mediante un conector ramificado
bivalente o trivalente.

En una realizacién, el ARNbc de la invencién esta conjugado con un conector ramificado bivalente y trivalente que
incluye las estructuras mostradas en cualquiera de las formulas (IV) — (VII):
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en las que:

q2A, qZB, q3A, qSB, q4A, q4B, q5A, q5B y q5C representan independientemente para cada aparicion 0-20 y en los que
la unidad de repeticion puede ser igual o diferente;

5 pA p?B p3A p3B pit piB pSA pSB pSC A 2B 3A 3B p4A 4B p4A 5B 18C ootan cada uno
independientemente para cada apariciéon ausentes, son CO, NH, O, S, OC(O), NHC(O), CHz, CH2NH o CH20;

Q* Q%, @ Q*®, Q" Q*, @™ Q°®, Q°° estan independientemente para cada aparicion ausentes, son
alquileno, alquileno sustituido en los que uno o mas metilenos pueden interrumpirse o terminarse con uno o
mas de O, S, S(0), SO,, N(RN), C(R")=C(R"), C=C o C(O);

10 RZA, RZB, RSA, RSB, R4A, R4B, R5A, R5B, R estan cada uno independientemente para cada apariciéon ausentes,
son NH, O, S, CH, C(0)O, CONH NHCH(R®)C(O), -CO-CHR*-NH-, CO, CH=N-O,

. . . o
HO % s—s
JJ\-N L] H b ’ b

ﬂ\rs_sw o

15 LZA, LZB, L3A, LSB, L4A, L4B, L5A, L% y L5C representan el ligando; es decir, cada uno independientemente para
cada aparicion un monosacarido (tal como GalNAc), disacarido, trisacarido, tetrasacarido, oligosacarido o
polisacarido; y

o heterociclilo;

R? es H o cadena lateral de aminoécido.

Los derivados de GalNAc de conjugacion trivalentes son particularmente Utiles para su uso con agentes de iARN
20 para inhibir la expresion de un gen diana, tal como aquellos de formula (VII):
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Farmula (VII)

en la que L5A, L% y L5¢

representan un monosacarido, tal como derivado de GalNAc. Ejemplos de grupos conectores

ramificados bivalentes y trivalentes adecuados que se conjugan con derivados de GalNAc incluyen, pero no se

limitan a, los siguientes compuestos:

o o
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HO
HO—_ HO
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Patentes de EE.UU. representativas que ensefian la preparacion de conjugados de ARN incluyen, pero no se limitan
a, las patentes de EE.UU. N.° 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465; 5.541.313; 5.545.730; 5.552.538;
5.578.717. 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124; 5.118.802; 5.138.045; 5.414.077; 5.486.603; 5.512.439; 5.578.718;
5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779; 4.789.737; 4.824.941; 4.835.263; 4.876.335; 4.904.582;
4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.245.022; 5.254.469; 5.258.506;
5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241. 5.391.723; 5.416.203. 5.451.463; 5.510.475; 5.512.667;
5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481; 5.587.371; 5.595.726; 5.597.696; 5.599.923; 5.599.928 y
5.688.941; 6.294.664; 6.320.017; 6.576.752; 6.783.931; 6.900.297; 7.037.646; 8.106.022.

No es necesario que todas las posiciones en un compuesto dado estén uniformemente modificadas, y de hecho mas
de una de las modificaciones anteriormente mencionadas puede incorporarse en un Unico compuesto o incluso en
un unico nucledsido dentro de un ARNi. La presente invencién también incluye compuestos de ARNi que son
compuestos quiméricos.

Compuestos de ARNi "quiméricos" o "quimeras", en el contexto de la presente invencion, son compuestos de ARN;,
preferentemente ARNbc, que contienen dos o mas regiones quimicamente distintas, cada una constituida de al
menos una unidad de mondémero, es decir, un nucleétido en el caso de un compuesto de ARNbc. Estos ARNi
normalmente contienen al menos una regién en la que el ARN se modifica para conferir al ARNi elevada resistencia
a la degradacion por nucleasas, elevada captacion celular y/o elevada afinidad de unién por el acido nucleico diana.
Una regioén adicional del ARNi puede servir de sustrato para enzimas capaces de escindir hibridos de ARN:ADN o
ARN:ARN. A modo de ejemplo, RNasa H es una endonucleasa celular que escinde la hebra de ARN de un duplex
de ARN:ADN. La activacion de RNasa H, por tanto, produce la escisién de la diana de ARN, potenciando asi
enormemente la eficiencia de inhibicion por ARNi de la expresién génica. Por consiguiente, frecuentemente pueden
obtenerse resultados comparables con ARNi cortos cuando se usan ARNbc quiméricos, en comparacién con ARNbc
de desoxi de fosforotioato que se hibridan con la misma region diana. La escision de la diana de ARN puede ser
rutinariamente detectada por electroforesis en gel y, si fuera necesario, técnicas de hibridacién de acidos nucleicos
asociadas conocidas en la técnica.

En ciertos casos, el ARN de un ARNi puede modificarse por un grupo no de ligando. Se han conjugado varias
moléculas no de ligando con ARNi con el fin de potenciar la actividad, distribucién celular o captacion celular del
ARNi, y procedimientos para realizar tales conjugaciones estan disponibles en la bibliografia cientifica. Tales restos
no de ligando tienen incluidos restos de lipido, tales como colesterol (Kubo, T. et al., Biochem. Biophys. Res. Comm.,
2007, 365(1):54-61; Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86:6553), acido cdlico (Manoharan et al.,
Bioorg. Med. Chem. Lett., 1994, 4:1053), un tioéter, por ejemplo, hexil-S-tritiltiol (Manoharan et al., Ann. N.Y. Acad.
Sci., 1992, 660:306; Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Let., 1993, 3:2765), un tiocolesterol (Oberhauer et al.,
Nucl. Acids Res., 1992, 20:533), una cadena alifatica, por ejemplo, restos dodecanodiol o undecilo (Saison-
Behmoaras et al., EMBO J., 1991, 10:111; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259:327; Svinarchuk et al., Biochimie,
1993, 75:49), un fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato de
trietilamonio (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651; Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777), una
poliamina o una cadena de polietilenglicol (Manoharan et al., Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14:969), o acido
adamantanoacético (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651), un resto palmitilo (Mishra et al., Biochim.
Biophys. Acta, 1995, 1264:229), o un resto octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke et al., J.
Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277:923). Patentes de Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de
tales conjugados de ARN han sido enumeradas anteriormente. Protocolos de conjugacion tipicos implican la sintesis
de un ARN que lleva un conector amino en una o mas posiciones de la secuencia. El grupo amino se hace
reaccionar entonces con la molécula que se conjuga usando reactivos de acoplamiento o activantes apropiados. La
reaccion de conjugacion puede realizarse ya sea con el ARN todavia unido al soporte solido o tras la escision del
ARN, en fase de disolucion. La purificacion del conjugado de ARN por HPLC normalmente proporciona el conjugado
puro.

El agente de iARN bicatenario de la invencion puede seleccionarse del grupo que consiste en AD-58681, AD-59054,
AD-61719 y AD-61444.
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[1l. Administracion de un ARNi de la invencién

La administracion de un agente de ARNi de la invencién a una célula, por ejemplo, una célula dentro de un sujeto, tal
como un sujeto humano (por ejemplo, un sujeto en necesidad del mismo, tal como un sujeto que tiene un trastorno
asociado a la deficiencia de Serpina1, por ejemplo, un trastorno del higado de deficiencia de Serpinal) puede
lograrse de varias formas diferentes. Por ejemplo, la administracion puede realizarse poniendo en contacto una
célula con un ARNi de la invencion tanto in vitro como in vivo. La administraciéon in vivo también puede realizarse
directamente administrando una composicion que comprende un ARNi, por ejemplo, un ARNbc, a un sujeto.
Alternativamente, la administracion in vivo puede realizarse indirectamente administrando uno o mas vectores que
codifican y dirigen la expresion del ARNi. Estas alternativas se tratan adicionalmente mas adelante.

En general, puede adaptarse cualquier método de administracion de una molécula de acido nucleico (in vitro o in
vivo) para su uso con un ARNi de la invencion (véase, por ejemplo, Akhtar S. y Julian RL. (1992) Trends Cell. Biol.
2(5):139-144 y el documento W094/02595, que se incorporan en el presente documento por referencia en sus
totalidades). Para administracion in vivo, factores a considerar con el fin de administrar una molécula de ARNi
incluyen, por ejemplo, estabilidad biolégica de la molécula administrada, prevencion de efectos no especificos y
acumulacién de la molécula administrada en el tejido diana. Los efectos no especificos de un ARNi pueden
minimizarse por administracion local, por ejemplo, por inyeccion directa o implantacion en un tejido o administrando
tépicamente la preparacion. La administracion local a un sitio de tratamiento maximiza la concentracién local del
agente, limita la exposicion del agente a tejidos sistémicos que pueden de otro modo ser dafiados por el agente o
que pueden degradar el agente, y permite administrar una menor dosis total de la molécula de ARNi. Varios estudios
han mostrado la inactivacion satisfactoria de productos génicos cuando se administra localmente un ARNi. Por
ejemplo, se mostré que la administracion intraocular de un ARNbc de VEGF por inyeccioén intravitrea en monos
cinomolgos (Tolentino, MJ., et al. (2004) Retina 24:132-138) e inyecciones subretinianas en ratones (Reich, SJ., et
al. (2003) Mol. Vis. 9:210-216) previnieron ambas la neovascularizacion en un modelo experimental de degeneracion
macular senil. Ademas, la inyeccion intratumoral directa de un ARNbc en ratones reduce el volumen del tumor (Pille,
J., et al. (2005) Mol. Ther. 11:267-274) y puede prolongar la supervivencia de ratones portadores de tumor (Kim,
WJ., et al. (2006) Mol. Ther. 14:343-350; Li, S., et al. (2007) Mol. Ther. 15:515-523). La interferencia por ARN
también ha mostrado éxito con la administracion local al SNC por inyeccion directa (Dorn, G., et al. (2004) Nucleic
Acids 32:e49; Tan, PH., et al. (2005) Gene Ther. 12:59-66; Makimura, H., et al. (2002) BMC Neurosci. 3:18;
Shishkina, GT., et al. (2004) Neuroscience 129:521-528; Thakker, ER., et al. (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
101:17270-17275; Akaneya, Y., et al. (2005) J. Neurophysiol. 93:594-602) y a los pulmones por administracion
intranasal (Howard, KA., et al. (2006) Mol. Ther. 14:476-484; Zhang, X., et al. (2004) J. Biol. Chem. 279:10677-
10684; Bitko, V., et al. (2005) Nat. Med. 11:50-55). Para administrar un ARNi sistémicamente para el tratamiento de
una enfermedad, el ARN puede modificarse o alternativamente administrarse usando un sistema de administracion
de farmacos; ambos métodos actian previniendo la rapida degradacién del ARNbc por endo- y exo-nucleasas in
vivo. La modificacion del ARN o el vehiculo farmacéutico también puede dirigir la composicion de ARNi al tejido
diana y evitar efectos inespecificos no deseables. Las moléculas de ARNi pueden modificarse por conjugacion
quimica con grupos lipdfilos tales como colesterol para potenciar la captacion celular y prevenir la degradacion. Por
ejemplo, se inyectdé un ARNi dirigido contra ApoB conjugado con un resto de colesterol lipofilo sistémicamente en
ratones y produjo la inactivacion del ARNm de apoB en tanto el higado como el yeyuno (Soutschek, J., et al. (2004)
Nature 432:173-178). Se ha mostrado que la conjugaciéon de un ARNi con un aptamero inhibe el crecimiento tumoral
y media en la regresion tumoral en un modelo de ratén de cancer de préstata (McNamara, JO., et al. (2006) Nat.
Biotechnol. 24:1005-1015). En una realizacion alternativa, el ARNi puede administrarse usando sistemas de
administraciéon de farmacos tales como una nanoparticula, un dendrimero, un polimero, liposomas o un sistema de
administracion cationica. Los sistemas de administracion catiénica positivamente cargados facilitan la uniéon de una
molécula de ARNi (negativamente cargada) y también potencian interacciones en la membrana celular
negativamente cargada para permitir la eficaz captacion de un ARNi por la célula. Lipidos catiénicos, dendrimeros o
polimeros pueden tanto unirse a un ARNi, como ser inducidos para formar una vesicula o micela (véase, por
ejemplo, Kim SH., et al. (2008) Journal of Controlled Release 129(2):107-116) que reviste un ARNi. La formacion de
vesiculas o micelas previene adicionalmente la degradacion del ARNi cuando se administra sistémicamente.
Métodos de preparacion y administracion de complejos cationicos de ARNi estan perfectamente dentro de las
capacidades de un experto en la materia (véanse, por ejemplo, Sorensen, DR., et al. (2003) J. Mol. Biol 327:761-
766; Verma, UN., et al. (2003) Clin. Cancer Res. 9:1291-1300; Arnold, AS et al. (2007) J. Hypertens. 25:197-205,
que se incorporan en el presente documento por referencia en su totalidad). Algunos ejemplos no limitantes de
sistemas de administracion de farmacos utiles para la administracion sistémico de ARNi incluyen DOTAP (Sorensen,
DR., et al. (2003), arriba; Verma, UN., et al. (2003), arriba), Oligofectamine, "particulas lipidicas de acidos nucleicos
soélidos" (Zimmermann, TS., et al. (2006) Nature 441:111-114), cardiolipina (Chien, PY., et al. (2005) Cancer Gene
Ther. 12:321-328; Pal, A., et al. (2005) Int J. Oncol. 26:1087-1091), polietilenimina (Bonnet ME., et al. (2008) Pharm.
Res. Aug 16 Publicacion electrénica antes de la impresion; Aigner, A. (2006) J. Biomed. Biotechnol. 71659), péptidos
Arg-Gly-Asp (RGD) (Liu, S. (2006) Mol. Pharm. 3:472-487) y poliamidoaminas (Tomalia, DA., et al. (2007) Biochem.
Soc. Trans. 35:61-67; Yoo, H., et al. (1999) Pharm. Res. 16:1799-1804). En algunas realizaciones, un ARNi forma un
complejo con ciclodextrina para administracion sistémica. Métodos para administracion y composiciones
farmacéuticas de ARNi y ciclodextrinas pueden encontrarse en la patente de EE.UU. N.° 7.427.605.
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A. ARNi codificados por vector

El ARNi dirigido al gen Serpina1 puede expresarse de unidades de transcripcion insertadas en vectores de ADN o
ARN (véanse, por ejemplo, Couture, A, et al., TIG. (1996), 12:5-10; Skillern, A., et al., publicacién PCT internacional
N.° WO 00/22113, Conrad, publicacion PCT internacional N.° WO 00/22114, y Conrad, patente de EE.UU. N.°
6,054,299). La expresion puede ser transitoria (en el orden de horas a semanas) o sostenida (semanas a meses o
mas), dependiendo de la construccion especifica usada y el tejido diana o tipo de célula. Estos transgenes pueden
introducirse como una construccion lineal, un plasmido circular o un vector viral, que puede ser un vector integrante
o0 no integrante. El transgén también puede construirse para permitir que sea heredado como un plasmido
extracromosoémico (Gassmann, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1995) 92:1292).

La hebra o hebras individuales de un ARNi pueden transcribirse de un promotor en un vector de expresion. Si van a
expresarse dos hebras separadas para generar, por ejemplo, un ARNbc, dos vectores de expresion separados
pueden co-introducirse (por ejemplo, por transfeccion o infeccion) en una célula diana. Alternativamente, cada hebra
individual de un ARNbc puede transcribirse por promotores ambos de los cuales estan localizados sobre el mismo
plasmido de expresion. En una realizacion, un ARNbc se expresa como polinucleétidos de repeticion invertida unidos
por una secuencia de polinucleétidos conectora de forma que el ARNbc tenga una estructura de tallo y bucle.

Los vectores de expresion de ARNi son generalmente plasmidos de ADN o vectores virales. Pueden usarse vectores
de expresién compatibles con células eucariotas, preferentemente aquellos compatibles con células de vertebrado,
para producir construcciones recombinantes para la expresiéon de un ARNi como se describe en el presente
documento. Los vectores de expresion en células eucariotas son muy conocidos en la técnica y estan disponibles de
varias fuentes comerciales. Normalmente, se proporcionan vectores tales que contienen sitios de restriccion
convenientes para la insercion del segmento de acido nucleico deseado. La administracion de vectores que
expresan ARNi puede ser sistémica, tal como por administracion intravenosa o intramuscular, por administracion a
células diana explantadas del paciente, seguido de reintroduccién en el paciente, o por cualquier otro medio que
permita la introduccién en una célula diana deseada.

Los plasmidos de expresion de ARNi pueden transfectarse en células diana como un complejo con vehiculos de
lipidos catiénicos (por ejemplo, Oligofectamine) o vehiculos basados en lipidos no catiénicos (por ejemplo, Transit-
TKOTM). La invenciéon también contempla multiples transfecciones de lipidos para inactivaciones mediadas por ARNi
dirigidas a diferentes regiones de un ARN diana durante un periodo de una semana o mas. La satisfactoria
introduccion de vectores en células huésped puede monitorizarse usando diversos métodos conocidos. Por ejemplo,
la transfeccioén transitoria puede sefializarse con un indicador, tal como un marcador fluorescente, tal como proteina
verde fluorescente (GFP). La transfeccion estable de células ex vivo puede garantizarse usando marcadores que
proveen la célula transfectada de resistencia a factores medioambientales especificos (por ejemplo, antibioticos y
farmacos), tales como resistencia a higromicina B.

Sistemas de vectores virales que pueden utilizarse con los métodos y composiciones descritos en el presente
documento incluyen, pero no se limitan a, (a) vectores de adenovirus; (b) vectores de retrovirus, que incluyen, pero
no se limitan a, vectores lentivirales, virus de la leucemia murina de Moloney, etc.; (c) vectores de virus adeno-
asociados; (d) vectores del virus del herpes simple; (e) vectores del SV 40; (f) vectores del virus del polioma; (g)
vectores del virus del papiloma; (h) vectores de picornavirus; (i) vectores del virus de la viruela tales como un
ortopox, por ejemplo, vectores del virus de la variolovacuna o avipox, por ejemplo, viruela del canario o viruela aviar;
y (j) un adenovirus dependiente de colaborador o de Gutless. También pueden ser ventajosos virus defectuosos en
la replicacion. Diferentes vectores se incorporaran o no se incorporaran en el genoma de las células. Las
construcciones pueden incluir secuencias virales para la transfeccion, si se desea. Alternativamente, la construccién
puede incorporarse en vectores capaces de replicacion episémica, por ejemplo, vectores de EPV y EBV. Las
construcciones para la expresion recombinante de un ARNi generalmente requeriran elementos reguladores, por
ejemplo, promotores, potenciadores, etc., para garantizar la expresion del ARNi en células diana. Otros aspectos a
considerar para los vectores y construcciones se describen adicionalmente mas adelante.

Vectores utiles para la administracion de un ARNi incluiran elementos reguladores (promotor, potenciador, etc.)
suficientes para la expresion del ARNi en la célula o tejido diana deseado. Los elementos reguladores pueden
elegirse para proporcionar tanto expresion constitutiva como regulada/inducible.

La expresion del ARNi puede regularse con precision, por ejemplo, usando una secuencia reguladora inducible que
es sensible a ciertos reguladores fisiolégicos, por ejemplo, niveles de glucosa circulante, u hormonas (Docherty et
al., 1994, FASEB J. 8:20-24). Tales sistemas de expresion inducibles, adecuados para el control de la expresion de
ARNDbc en células o en mamiferos incluyen, por ejemplo, regulacion por ecdisona, por estrégeno, progesterona,
tetraciclina, inductores quimicos de la dimerizacion e isopropil-beta-D1-tiogalactopiranésido (IPTG). Un experto en la
materia seria capaz de elegir la secuencia reguladora/ promotora apropiada basandose en el uso previsto del
transgén de ARN:i.

Pueden usarse vectores virales que contienen secuencias de acidos nucleicos que codifican un ARNi. Por ejemplo,
puede usarse un vector retroviral (véase Miller et al., Meth. Enzymol. 217:581-599 (1993)). Estos vectores
retrovirales contienen los componentes necesarios para la correcta encapsidacion del genoma viral e integracion en
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el ADN de la célula huésped. Las secuencias de acidos nucleicos que codifican un ARNi se clonan en uno o mas
vectores, que facilitan la administracion del acido nucleico en un paciente. Mas detalles sobre vectores retrovirales
pueden encontrarse, por ejemplo, en Boesen et al., Biotherapy 6:291-302 (1994), que describe el uso de un vector
retroviral para administrar el gen mdrl a citoblastos hematopoyéticos con el fin de hacer los citoblastos mas
resistentes a la quimioterapia. Otras referencias que ilustran el uso de vectores retrovirales en terapia génica son:
Clowes et al., J. Clin. Invest. 93:644-651 (1994); Kiem et al., Blood 83:1467-1473 (1994); Salmons y Gunzberg,
Human Gene Therapy 4:129-141 (1993); y Grossman y Wilson, Curr. Opin. in Genetics and Devel. 3:110-114 (1993).
Vectores lentivirales contemplados para su uso incluyen, por ejemplo, los vectores basados en el VIH descritos en
las patentes de EE.UU. N.° 6.143.520; 5.665.557; y 5.981.276, que se incorporan en el presente documento por
referencia.

También se contemplan adenovirus para su uso en la administracion de ARNi de la invencion. Los adenovirus son
vehiculos especialmente atractivos, por ejemplo, para administrar genes a epitelios respiratorios. Los adenovirus
infectan naturalmente epitelios respiratorios en los que producen una leve enfermedad. Otras dianas para los
sistemas de administracion basados en adenovirus son el higado, el sistema nervioso central, células endoteliales y
musculo. Los adenovirus tienen la ventaja de ser capaces de infectar células que no se dividen. Kozarsky y Wilson,
Current Opinion in Genetics and Development 3:499-503 (1993) presentan una revision de la terapia génica basada
en adenovirus. Bout et al., Human Gene Therapy 5:3-10 (1994) demostraron el uso de vectores de adenovirus para
transferir genes a los epitelios respiratorios en monos rhesus. Otros ejemplos del uso de adenovirus en terapia
génica pueden encontrarse en Rosenfeld et al., Science 252:431-434 (1991); Rosenfeld et al., Cell 68:143-155
(1992); Mastrangeli et al., J. Clin. Invest. 91:225-234 (1993); publicacion PCT W094/12649; y Wang, et al., Gene
Therapy 2:775-783 (1995). Un vector de AV adecuado para expresar un ARNi caracterizado en la invencion, un
método para construir el vector de AV recombinante y un método para administrar el vector en células diana se
describen en Xia H et al. (2002), Nat. Biotech. 20: 1006-1010.

También pueden usarse vectores de virus adeno-asociados (AAV) para la administracion de un ARNi de la invencion
(Walsh et al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300 (1993); patente de EE.UU. N.° 5.436.146). En una realizacion,
el ARNi puede expresarse como dos moléculas de ARN monocatenario complementarias separadas de un vector de
AAV recombinante que tiene, por ejemplo, tanto los promotores del ARN U6 o HI como el promotor del
citomegalovirus (CMV). Vectores de AAV adecuados para expresar el ARNbc caracterizado en la invencion,
métodos para construir el vector de AV recombinante y métodos para administrar los vectores en células diana se
describen en Samulski R et al. (1987), J. Virol. 61: 3096-3101; Fisher K J et al. (1996), J. Virol, 70: 520-532;
Samulski R et al. (1989), J. Virol. 63: 3822-3826; patente de EE.UU. N.° 5.252.479; patente de EE.UU. N.°
5.139.941; solicitud de patente internacional N.° WO 94/13788; y solicitud de patente internacional N.° WO 93/24641,
cuyas divulgaciones enteras se incorporan en el presente documento por referencia.

Otro vector viral adecuado para la administracién de un ARNi de la invencién es un virus de la viruela tal como un
virus de la variolovacuna, por ejemplo, una variolovacuna atenuada tal como el virus de Ankara modificado (MVA) o
NYVAC, un avipox tal como la viruela aviar o la viruela del canario.

El tropismo de vectores virales puede modificarse pseudotipando los vectores con proteinas de la envuelta u otros
antigenos de superficie de otros virus, o sustituyendo diferentes proteinas de la capside viral, segun convenga. Por
ejemplo, pueden pseudotiparse vectores lentivirales con proteinas de la superficie del virus de la estomatitis
vesicular (VSV), rabia, Ebola, Mokola y similares. Los vectores de AAV pueden prepararse para dirigirse a diferentes
células manipulando por ingenieria los vectores para expresar diferentes serotipos de proteinas de la capside;
véanse, por ejemplo, Rabinowitz J E et al. (2002), J Virol 76:791-801.

La preparaciéon farmacéutica de un vector puede incluir el vector en un diluyente aceptable, o puede incluir una
matriz de liberacién lenta en la que esta incorporada el vehiculo de administracion del gen. Alternativamente, si el
vector de administracion del gen completo puede producirse intacto de células recombinantes, por ejemplo, vectores
retrovirales, la preparacion farmacéutica puede incluir una o mas células que producen el sistema de administracion
del gen.

[ll. Composiciones farmacéuticas de la invencion

La presente invencion también incluye composiciones farmacéuticas que incluyen los ARNi de la invencion. En una
implementacion, en el presente documento se proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen un ARNi,
como se describe en el presente documento, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones
farmacéuticas que contienen el ARNi son Utiles para tratar una enfermedad o trastorno asociado a la expresion o
actividad de un gen Serpina1, por ejemplo, un trastorno asociado a la deficiencia de Serpina1, por ejemplo, un
trastorno del higado de deficiencia de Serpina1. Tales composiciones farmacéuticas se formulan basandose en el
modo de administracion. Un ejemplo es composiciones que se formulan para administracion sistémica mediante
administracion parenteral, por ejemplo, por administracion intravenosa (1V). Otro ejemplo es composiciones que se
formulan para administracion directa en el parénquima cerebral, por ejemplo, por infusion en el cerebro, tal como por
infusion con bomba continua.
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Las composiciones farmacéuticas que comprenden agentes de iARN de la invencidon pueden ser, por ejemplo,
disoluciones con o sin un tampdn, o composiciones que contienen vehiculos farmacéuticamente aceptables. Tales
composiciones incluyen, por ejemplo, composiciones acuosas o cristalinas, formulaciones liposémicas,
formulaciones micelares, emulsiones y vectores de terapia génica.

En el método descrito, el agente de iARN puede administrarse en una disolucién. Un agente de iARN libre puede
administrarse en una disolucion no tamponada, por ejemplo, en soluciéon salina o en agua. Alternativamente, el
ARNip libre también puede administrarse en una disolucién de tampén adecuada. La disolucién de tampoén puede
comprender acetato, citrato, prolamina, carbonato o fosfato, o cualquier combinacién de los mismos. En una
realizacion preferida, la disoluciéon de tampon es solucion salina tamponada con fosfato (PBS). El pH y osmolaridad
de la disolucién de tampon que contiene el agente de iIARN puede ajustarse de forma que sea adecuada para
administracion a un sujeto.

En algunas implementaciones, la disolucién de tampén comprende ademas un agente para controlar la osmolaridad
de la disolucién, de forma que la osmolaridad se mantenga en un valor deseado, por ejemplo, a los valores
fisiolégicos del plasma humano. Solutos que puede afiadirse a la disolucién de tampon para controlar la osmolaridad
incluyen, pero no se limitan a, proteinas, péptidos, aminoacidos, polimeros no metabolizados, vitaminas, iones,
azucares, metabolitos, acidos organicos, lipidos o sales. En algunas realizaciones, el agente para controlar la
osmolaridad de la disolucion es una sal. En ciertas realizaciones, el agente para controlar la osmolaridad de la
disolucion es cloruro sdédico o cloruro de potasio.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden administrarse en dosificaciones suficientes para inhibir la
expresion de un gen Serpinal. En general, una dosis adecuada de un ARNi de la invencion estara en el intervalo de
aproximadamente 0,001 a aproximadamente 200,0 miligramos por kilogramo de peso corporal del receptor por dia,
generalmente en el intervalo de aproximadamente 1 a 50 mg por kilogramo de peso corporal por dia. Por ejemplo, el
ARNbc puede administrarse a aproximadamente 0,01 mg/kg, aproximadamente 0,05 mg/kg, aproximadamente
0,5 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 1,5 mg/kg, aproximadamente 2 mg/kg, aproximadamente
3 mg/kg, aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente
40 mg/kg o aproximadamente 50 mg/kg por dosis Unica.

Por ejemplo, el agente de iARN, por ejemplo, ARNbc, puede administrarse a una dosis de aproximadamente 0,1,
0,2,03,04,0,506,0,708,091,1,1,1,2,13,14,1,5,16, 1,7,1,8,1,9, 2, 21, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8,
2,9, 3,31,32,33,3,4,35,36,3,7,38,39,4,4,1,42,43,4,4,4,5,4,6,4,7,4,8,4,9, 5, 5,1, 5,2, 5,3, 5,4, 5,5, 5,6,
5,7,58,59,6,6,1,6,2,6,3,64,6,5,6,6,6,7,6,8,69,7,71,7,2,7,3,74,75,7,6,7,7,78,7,9, 8, 8,1, 8,2, 83, 84,
8,5, 8,6, 8,7, 8,38,8,9,9,9,1,9,.2,93,94, 9,5, 9,6, 9,7, 9,8, 9,9, o aproximadamente 10 mg/kg. Valores e intervalos
intermedios a los valores citados también pretenden ser parte de la presente invencion.

En otra implementacion, el agente de iARN, por ejemplo, ARNbc, se administra a una dosis de aproximadamente 0,1
a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 0,25 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 0,75 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente a
aproximadamente 50 mg/mg, aproximadamente 1,5 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 2,5 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 3,5 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 4,5 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 7,5 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 10
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 15 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 20
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 20 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 25
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 25 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 30
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 35 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 40
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 45 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 0,1
aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 0,25 a aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 0,5
aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 0,75 a aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 1
aproximadamente 45 mg/mg, aproximadamente 1,5 a aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 2
aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 2,5 a aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 3
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aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 3,5 a aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente

aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 4,5 a aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente

aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 7,5 a aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 10
aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 15 a aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 20
aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 20 a aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 25
aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 25 a aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 30
aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 35 a aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 40
aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 0,1 a aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente 0,25
aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente 0,5 a aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente 0,75
aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente aproximadamente 40 mg/mg, aproximadamente 1,5
aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente 2,5
aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente 3,5
aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente 4,5
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aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
30 mg/kg,
30 mg/kg,
30 mg/kg,
30 mg/kg,
30 mg/kg,
30 mg/kg,
30 mg/kg,
30 mg/kg,
30 mg/kg,
20 mg/kg,
20 mg/kg,
20 mg/mg,
20 mg/kg,
20 mg/kg,
20 mg/kg,
20 mg/kg,
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aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente 0,1
aproximadamente 0,5

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente 0,75 a aproximadamente 20 mg/kg,
aproximadamente 1,5 a
aproximadamente 2,5 a
aproximadamente 3,5 a
aproximadamente 4,5 a

5 a aproximadamente 40 mg/kg,

10
20
25
30

a
a
a
a

a

a

1

2
3

4

a
a
a
a

5 a

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente 30 mg/kg,
aproximadamente 30 mg/kg,
aproximadamente

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,

30 mg/mg,

30 mg/kg,
30 mg/kg,
30 mg/kg,
30 mg/kg,

10 a aproximadamente 30 mg/kg,
20 a aproximadamente 30 mg/kg,
25 a aproximadamente 30 mg/kg,
aproximadamente 0,25 a aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente

20 mg/kg,
20 mg/kg,
20 mg/kg,
20 mg/kg,

aproximadamente 7,5

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

15
20
25
35

aproximadamente 0,25
aproximadamente 0,75

1,5

2,5
3,5
4,5
7,5

15
20
0,1

o
B WN a2y

aproximadamente 7,5 a aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 10
aproximadamente 20 mg/kg, o aproximadamente 15 a aproximadamente 20 mg/kg. Valores e intervalos intermedios
a los valores citados también pretenden ser parte de la presente invencion.
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Por ejemplo, el agente de iARN, por ejemplo, ARNbc, puede administrarse a una dosis de aproximadamente 0,01,
0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 04, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7,
1,8,1,9,2,21,2,2,23,24,25,26,27,28,2)9, 3, 31,32, 3,3,34,35,36,3,7,38,39,4,41,4,2,4,3,4,4, 4,5,
46,4,7,48,4,9,5, 51,52, 53,54,5,5,56,5,7,5,8,5,9,6, 6,1, 6,2, 6,3, 64, 6,5, 6,6, 6,7,6,8,69,7,7,1,7,2, 7,3,
74,75,76,77,78,79, 8, 81, 82, 8,3, 84, 85, 8,6, 87, 8,8, 89,9, 91, 9,2, 9.3, 9,4, 9,5, 9,6, 9,7, 9,8, 9,9, o
aproximadamente 10 mg/kg. Valores e intervalos intermedios a los valores citados también pretenden ser parte de la
presente divulgacion.

En otra implementacion, el agente de iARN, por ejemplo, ARNbc, se administra a una dosis de aproximadamente 0,5

a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 0,75 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente
a aproximadamente 50 mg/kg,
a
a
a

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

50 mg/mg,
50 mg/kg,
50 mg/kg,
50 mg/kg,
50 mg/kg,
50 mg/kg,
50 mg/kg,
50 mg/kg,
50 mg/kg,
50 mg/kg,
45 mg/kg,
45 mg/mg,
45 mg/kg,
45 mg/kg,
45 mg/kg,
45 mg/kg,
45 mg/kg,
45 mg/kg,
45 mg/kg,
45 mg/kg,
45 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

1,5
2,5
3,5
4.5
7,5 a
15 a
20 a
25 a
35 a
45 a

0,75 a aproximadamente 45 mg/kg,
1,5 a aproximadamente
2,5 a
3,5 a

45 a

7,5 a
15 a
20 a
25 a
35 a

0,5 a aproximadamente 40 mg/kg,
40 mg/mg,

1
2
3
4
5
10
20
25
30
0,5

a
a
a
a
a

a
a
a
a

aproximadamente

aproximadamente

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

50 mg/kg,

50 mg/kg,

50 mg/kg,
50 mg/kg,
50 mg/kg,
50 mg/kg,
50 mg/kg,
50 mg/kg,
50 mg/kg,

45 mg/kg,
45 mg/kg,
45 mg/kg,

45 mg/kg,

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

45 mg/kg,
45 mg/kg,
45 mg/kg,
45 mg/kg,

40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,
40 mg/kg,

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

1

2
3
4
5
10
20
25
30

20
25
30
40

aproximadamente 0,75

1,5
2,5
3,5
4,5
7,5
15
20
25
35

aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 0,75
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aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente
aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente
aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente

aproximadamente 30 mg/mg, aproximadamente 1,5
aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 2,5
aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 3,5
aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 4,5
aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 7,5
aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 10 a aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 15
aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 20 a aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 20
aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 25 a aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 0,5
aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 0,75 a aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 1
aproximadamente 20 mg/mg, aproximadamente 1,5 a aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 2
aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 2,5 a aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 3
aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 3,5 a aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 4
aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 4,5 a aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 5
aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 7,5 a aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 10
aproximadamente 20 mg/kg, o aproximadamente 15 a aproximadamente 20 mg/kg. En una realizacion, el ARNbc se
administra a una dosis de aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg. Valores e intervalos
intermedios a los valores citados también pretenden ser parte de la presente invencion.
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Por ejemplo, los sujetos pueden administrarse con una cantidad terapéutica de ARNi, tal como aproximadamente
0,5,06,0708,091,1,1,1,2,13,14,15,1,6,1,7,18,1,9,2,21,2,2,23,2,4,25,26,27, 28,29, 3, 3,1, 3,2,
3,3,34,35,36,3,7,38,39,4,4,1,42,43,44,45,46,4,7,4,8,4,9,5,51,5,2,5,3,54,5,5,5,6,5,7, 58, 59, 6,
6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6,6,7,6,8,69,7,71,72,73,74,75,76,7,7,78,7,9, 8, 8,1, 8,2, 8,3, 84, 8,5, 8,6, 8,7,
8,8,89 991,92 93,94, 95, 9,6, 9,7, 9,8, 9,9, 10, 10,5, 11, 11,5, 12, 12,5, 13, 13,5, 14, 14,5, 15, 15,5, 16, 16,5,
17,175, 18, 18,5, 19, 19,5, 20, 20,5, 21, 21,5, 22, 22,5, 23, 23,5, 24, 24,5, 25, 25,5, 26, 26,5, 27, 27,5, 28, 28,5, 29,
29,5, 30, 31, 32, 33, 34, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, o aproximadamente 50 mg/kg.
Valores e intervalos intermedios a los valores citados también pretenden ser parte de la presente divulgacion.

En ciertas implementaciones, por ejemplo, cuando una composicion comprende un ARNbc como se describe en el
presente documento y un lipido, los sujetos pueden administrarse con una cantidad terapéutica de ARNi, tal como
aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente
10 mg/kg, aproximadamente 0,05mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 0,05mg/kg a
aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 0,1 mg/kg
a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 0,2 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente
0,2mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 0,3mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg,
aproximadamente 0,3 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg a aproximadamente
5mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 0,5mg/kg a
aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a
aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 1,5 mg/kg a
aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 1,5 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 2 mg/kg a
aproximadamente aproximadamente 2,5 mg/kg, aproximadamente 2 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg,
aproximadamente 3 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 3 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg,
aproximadamente 3,5 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 4 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg,
aproximadamente 4,5 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 4 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg,
aproximadamente 4,5mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 5mg/kg a aproximadamente
10 mg/kg, aproximadamente 5,5mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 6 mgkg a
aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 6,5 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 7 mg/kg
a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 7,5 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente
8mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 8,5mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg,
aproximadamente 9 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, o aproximadamente 9,5mg/kg a aproximadamente
10 mg/kg. Valores e intervalos intermedios a los valores citados también pretenden ser parte de la presente
invencion.

Por ejemplo, el ARNbc puede administrarse a una dosis de aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,
091,11,12,13,14,15,16,1,7,1,8,1,9,2,21,2,2,2,3,2,4,2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6,
3,7,38,39,4,41,42,43,4/4,45,4,6,4,7,4,8,4,9,5,51,5,2,5,3,54, 5,5, 5,6, 5,7,5,8, 5,9, 6, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4,
6,5,6,6,6,7,6,8,69,7,71,72,73,74,75,76,7,7,7,8,7,9, 8, 8,1, 8,2, 8,3, 84, 8,5, 8,6, 8,7, 8,8, 8,9,9, 9,1, 9,2,
9,3, 94, 9,5, 9,6, 9,7, 9,8, 9,9, o aproximadamente 10 mg/kg. Valores e intervalos intermedios a los valores citados
también pretenden ser parte de la presente divulgacion.

En ciertas implementaciones, por ejemplo, cuando un agente de iARN bicatenario incluye modificaciones (por
ejemplo, uno o mas motivos de tres modificaciones idénticas en tres nucleétidos consecutivos, incluyendo un motivo
tal en o cerca del sitio de escision del agente), seis enlaces fosforotioato, y un ligando, un agente tal se administra a
una dosis de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,01 a aproximadamente
0,4 mg/kg, aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,01 a aproximadamente
0,2 mg/kg, aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente
0,09 mg/kg, aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 0,08 mg/kg, aproximadamente 0,01 mg/kg a
aproximadamente 0,07 mg/kg, aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 0,06 mg/kg, aproximadamente
45
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0,01 mg/lkg a aproximadamente 0,05mg/kg, aproximadamente 0,02 a aproximadamente 0,5 mg/kg,
aproximadamente 0,02 a aproximadamente 0,4 mg/kg, aproximadamente 0,02 a aproximadamente 0,3 mg/kg,
aproximadamente 0,02 a aproximadamente 0,2 mg/kg, aproximadamente 0,02 a aproximadamente 0,1 mg/kg,
aproximadamente 0,02 mg/kg a aproximadamente 0,09 mg/kg, aproximadamente 0,02 mg/kg a aproximadamente
0,08 mg/kg, aproximadamente 0,02 mg/kg a aproximadamente 0,07 mg/kg, aproximadamente 0,02 mg/kg a
aproximadamente 0,06 mg/kg, aproximadamente 0,02 mg/kg a aproximadamente 0,05 mg/kg, aproximadamente
0,03 a aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,03 a aproximadamente 0,4 mg/kg, aproximadamente 0,03 a
aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,03 a aproximadamente 0,2 mg/kg, aproximadamente 0,03 a
aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,03 mg/kg a aproximadamente 0,09 mg/kg, aproximadamente
0,03 mg/kg a aproximadamente 0,08 mg/kg, aproximadamente 0,03 mg/kg a aproximadamente 0,07 mg/kg,
aproximadamente 0,03 mg/kg a aproximadamente 0,06 mg/kg, aproximadamente 0,03 mg/kg a aproximadamente
0,05 mg/kg, aproximadamente 0,04 a aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,04 a aproximadamente
0,4 mg/kg, aproximadamente 0,04 a aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,04 a aproximadamente
0,2 mg/kg, aproximadamente 0,04 a aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,04 mg/kg a aproximadamente
0,09 mg/kg, aproximadamente 0,04 mg/kg a aproximadamente 0,08 mg/kg, aproximadamente 0,04 mg/kg a
aproximadamente 0,07 mg/kg, aproximadamente 0,04 mg/kg a aproximadamente 0,06 mg/kg, aproximadamente
0,05 a aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,05 a aproximadamente 0,4 mg/kg, aproximadamente 0,05 a
aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,05 a aproximadamente 0,2 mg/kg, aproximadamente 0,05 a
aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 0,09 mg/kg, aproximadamente
0,05 mg/kg a aproximadamente 0,08 mg/kg, o aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 0,07 mg/kg.
Valores e intervalos intermedios a los valores citados anteriores también pretenden ser parte de la presente
divulgacion, por ejemplo, el agente de iARN puede administrarse al sujeto a una dosis de aproximadamente
0,015 mg/kg a aproximadamente 0,45 mg/mg.

Por ejemplo, el agente de iARN, por ejemplo, el agente de iARN en una composicién farmacéutica, puede
administrarse a una dosis de aproximadamente 0,01 mg/kg, 0,0125 mg/kg, 0,015 mg/kg, 0,0175 mg/kg, 0,02 mg/kg,
0,0225 mg/kg, 0,025 mg/kg, 0,0275 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,0325 mg/kg, 0,035 mg/kg, 0,0375 mg/kg, 0,04 mg/kg,
0,0425 mg/kg, 0,045 mg/kg, 0,0475 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,0525 mg/kg, 0,055 mg/kg, 0,0575 mg/kg, 0,06 mg/kg,
0,0625 mg/kg, 0,065 mg/kg, 0,0675 mg/kg, 0,07 mg/kg, 0,0725 mg/kg, 0,075 mg/kg, 0,0775 mg/kg, 0,08 mg/kg,
0,0825 mg/kg, 0,085 mg/kg, 0,0875 mg/kg, 0,09 mg/kg, 0,0925 mg/kg, 0,095 mg/kg, 0,0975 mg/kg, 0,1 mg/kg,
0,125 mg/kg, 0,15 mg/kg, 0,175 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,225 mg/kg, 0,25 mg/kg, 0,275 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,325 mg/kg,
0,35 mg/kg, 0,375 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,425 mg/kg, 0,45 mg/kg, 0,475 mg/kg, o aproximadamente 0,5 mg/kg. Valores
intermedios a los valores citados anteriores también pretenden ser parte de la presente divulgacion.

La composicion farmacéutica puede administrarse una vez al dia, o el ARNi puede administrarse como dos, tres o
mas sub-dosis a intervalos apropiados a lo largo del dia o incluso usando infusién continua o administracion
mediante una formulacion de liberacién controlada. En ese caso, el ARNi contenido en cada sub-dosis debe ser
correspondientemente mas pequefio con el fin de lograr la dosificacion diaria total. La unidad de dosificacion también
puede calcularse para la administracion durante varios dias, por ejemplo, usando una formulacion de liberacion
sostenida convencional que proporciona liberacion sostenida del ARNi durante un periodo de varios dias. Las
formulaciones de liberacién sostenida son muy conocidas en la técnica y son particularmente utiles para la
administracion de agentes en un sitio particular, tal como podria usarse con los agentes de la presente invencion. En
esta realizacion, la unidad de dosificacién contiene un multiplo correspondiente de la dosis diaria.

En otras implementaciones, una dosis Unica de las composiciones farmacéuticas puede ser de larga duracion, tal
que las dosis posteriores se administren en intervalos de no mas de 3, 4 o 5 dias, o en intervalos de no mas de 1, 2,
3 0 4 semanas. En algunas realizaciones de la invencion, una dosis Unica de las composiciones farmacéuticas de la
invencion se administra una vez por semana. En otras implementaciones de la invencién, una dosis Unica de las
composiciones farmacéuticas de la invencién se administra cada dos meses.

El experto apreciara que ciertos factores pueden influir en la dosificacion y momento adecuado requerido para tratar
eficazmente un sujeto, que incluyen, pero no se limitan a, la gravedad de la enfermedad o trastorno, tratamientos
previos, la salud general y/o edad del sujeto, y otras enfermedades presentes. Ademas, el tratamiento de un sujeto
con una cantidad terapéuticamente eficaz de una composiciéon puede incluir un Unico tratamiento o una serie de
tratamientos. Pueden hacerse calculos estimados de dosificaciones eficaces y semividas in vivo para los ARNi
individuales englobados por la invencion usando metodologias convencionales o basandose en pruebas in vivo
usando un modelo animal apropiado, como se describe en cualquier parte en el presente documento.

Los avances en la genética del raton han generado varios modelos de raton para el estudio de diversas
enfermedades humanas, tales como un trastorno del higado que se beneficiaria de la reduccion en la expresion de
Serpinal. Tales modelos pueden usarse para las pruebas in vivo del ARNi, ademas de para determinar una dosis
terapéuticamente eficaz. Modelos de ratéon adecuados se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, un ratén
que contiene un transgén que expresa Serpinal humana.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden administrarse de varias formas que dependen de
si se desea tratamiento local o sistémico y del area que va a tratarse. La administracion puede ser tépica (por
ejemplo, por un parche transdérmico), pulmonar, por ejemplo, por inhalacion o insuflacién de polvos o aerosoles, que
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incluye por nebulizador; intratraqueal, intranasal, epidérmica y transdérmica, oral o parenteral. La administracion
parenteral incluye inyeccién o infusion intravenosa, intrarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular;
subdérmica, por ejemplo, mediante un dispositivo implantado; o intracraneal, por ejemplo, por administracion
intraparenquimatosa, intratecal o intraventricular.

El ARNi puede administrarse de un modo para elegir como diana un tejido particular, tal como el higado (por
ejemplo, los hepatocitos del higado).

Composiciones farmacéuticas y formulaciones para administracion tépica pueden incluir parches transdérmicos,
pomadas, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, esprays, liquidos y polvos. Pueden ser necesarios o
deseables vehiculos farmacéuticos convencionales, bases acuosas, en polvo o aceitosas, espesantes y similares.
También pueden ser utiles preservativos recubiertos, guantes y similares. Formulaciones tdpicas adecuadas
incluyen aquellas en las que los ARNi caracterizados en la invencidon estan en mezcla con un agente de
administracion tépica tal como lipidos, liposomas, acidos grasos, ésteres de acidos grasos, esteroides, agentes
quelantes y tensioactivos. Lipidos y liposomas adecuados incluyen neutros (por ejemplo, dioleoilfosfatidiletanolamina
DOPE, dimiristoilfosfatidilcolina DMPC, diestearoilfosfatidilcolina) negativos (por ejemplo, dimiristoilfosfatidilglicerol
DMPG) y catiénicos (por ejemplo, dioleoiltetrametilaminopropilo DOTAP y dioleoilfosfatidiletanolamina DOTMA). Los
ARNi caracterizados en la invencién pueden estar encapsulados dentro de liposomas o pueden formar complejos
con los mismos, en particular con liposomas cationicos. Alternativamente, los ARNi pueden complejarse con lipidos,
en particular con lipidos catiénicos. Acidos grasos y ésteres adecuados incluyen, pero no se limitan a, acido
araquidodnico, acido oleico, acido eicosanoico, acido laurico, acido caprilico, acido caprico, acido miristico, acido
palmitico, acido estearico, acido linoleico, acido linolénico, dicaprato, tricaprato, monooleina, dilaurina, 1-
monocaprato de glicerilo, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona, una acilcarnitina, una acilcolina, o un éster de alquilo C1.20
(por ejemplo, miristato de isopropilo IPM), monoglicérido, diglicérido o sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos). Las formulaciones tépicas se describen en detalle en la patente de EE.UU. N.° 6.747.014.

A. Formulaciones de ARNi que comprenden ensamblajes moleculares membranosos

Un ARNi para su uso en las composiciones y métodos de la invencion puede formularse para la administracion en un
ensamblaje molecular membranoso, por ejemplo, un liposoma o una micela. Como se usa en el presente
documento, el término "liposoma" se refiere a una vesicula compuesta de lipidos anfifilicos dispuestos en al menos
una bicapa, por ejemplo, una bicapa o una pluralidad de bicapas. Los liposomas incluyen vesiculas unilaminares y
multilaminares que tienen una membrana formada de un material lipdfilo y un interior acuoso. La porcidon acuosa
contiene la composicién de ARNi. El material lip&filo aisla el interior acuoso de un exterior acuoso, que normalmente
no incluye la composicion de ARNi, aunque puede en algunos ejemplos. Los liposomas son (utiles para la
transferencia y administracion de principios activos al sitio de accion. Debido a que la membrana liposémica es
estructuralmente similar a las membranas bioldgicas, cuando los liposomas se aplican a un tejido, la bicapa
liposémica se fusiona con la bicapa de las membranas celulares. A medida que progresa la fusion del liposomay la
célula, el contenido acuoso interno que incluye el ARNi se administra a la célula en la que el ARNi puede unirse
especificamente a un ARN diana y puede mediar en el iARN. En algunos casos, los liposomas también son
especificamente elegidos como diana, por ejemplo, para dirigir el ARNi a tipos de células particulares.

Un liposoma que contiene un agente de iARN puede prepararse mediante una variedad de métodos. En un ejemplo,
el componente de lipido de un liposoma se disuelve en un detergente de manera que se formen micelas con el
componente de lipido. Por ejemplo, el componente de lipido puede ser un lipido catiénico anfipatico o conjugado de
lipido. El detergente puede tener una alta concentracion micelar critica y puede ser no iénico. Detergentes a modo
de ejemplo incluyen colato, CHAPS, octilglucésido, desoxicolato y lauroilsarcosina. Entonces, la preparacion de
agente de iIARN se afiade a las micelas que incluyen el componente de lipido. Los grupos cationicos en el lipido
interaccionan con el agente de iARN y condensan alrededor del agente de iARN para formar un liposoma. Después
de la condensacion, el detergente se elimina, por ejemplo, por didlisis, dando una preparacion liposomica de agente
de iARN.

Si fuera necesario un compuesto de vehiculo que ayudara en la condensacion, puede afiadirse durante la reaccion
de condensacion, por ejemplo, por adicién controlada. Por ejemplo, el compuesto de vehiculo puede ser un polimero
distinto de un acido nucleico (por ejemplo, espermina o espermidina). El pH también puede ajustarse para favorecer
la condensacion.

Métodos para producir vehiculos de administracion de polinucledtidos estables, que incorporan un complejo de
polinucleétido/lipido catiénico como componentes estructurales del vehiculo de administracion, se describen
adicionalmente en, por ejemplo, el documento WO 96/37194. La formacién de liposomas también puede incluir uno o
mas aspectos de métodos a modo de ejemplo descritos en Felgner, P. L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 8:7413-
7417, 1987; patente de EE.UU. N.° 4.897.355; patente de EE.UU. N.° 5.171.678; Bangham, et al. M. Mol. Biol.
23:238, 1965; Olson, et al. Biochim. Biophys. Acta 557:9, 1979; Szoka, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 75: 4194, 1978;
Mayhew, et al. Biochim. Biophys. Acta 775:169, 1984; Kim, et al. Biochim. Biophys. Acta 728:339, 1983; y Fukunaga,
et al. Endocrinol. 115:757, 1984. Las técnicas comunmente usadas para preparar agregados de lipidos de tamafio
apropiado para su uso como vehiculos de administracion incluyen sonicacion y congelacién-descongelacion mas
extrusion (véase, por ejemplo, Mayer, et al. Biochim. Biophys. Acta 858:161, 1986). Puede usarse microfluidizacion
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cuando se deseen agregados coherentemente pequefios (50 a 200 nm) y relativamente uniformes (Mayhew, et al.
Biochim. Biophys. Acta 775:169, 1984). Estos métodos se adaptan facilmente para envasar preparaciones de agente
de iARN en liposomas.

Los liposomas se clasifican en dos amplias clases. Los liposomas catidnicos son liposomas positivamente cargados
que interaccionan con las moléculas negativamente cargadas de acidos nucleicos para formar un complejo estable.
El complejo de acido nucleico/liposoma positivamente cargado se une a la superficie celular negativamente cargada
y se internaliza en un endosoma. Debido al pH acido dentro del endosoma, los liposomas se rompen, liberando su
contenido al citoplasma celular (Wang et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1987, 147, 980-985).

Los liposomas que son sensibles al pH o estan negativamente cargados atrapan acidos nucleicos en vez de
complejarse con ellos. Como tanto el acido nucleico como el lipido estan similarmente cargados, se produce
repulsién en vez de formacion de complejos. Sin embargo, algo del acido nucleico queda atrapado dentro del interior
acuoso de estos liposomas. Se han usado liposomas sensibles al pH para administrar acidos nucleicos que codifican
el gen timidina cinasa a monocapas de células en cultivo. La expresion del gen exdgeno se detectd en las células
diana (Zhou et al., Journal of Controlled Release, 1992, 19, 269-274).

Un tipo principal de composicion liposémica incluye fosfolipidos distintos de fosfatidilcolina naturalmente derivada.
Pueden formarse composiciones de liposomas neutras, por ejemplo, a partir de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) o
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). Generalmente se forman composiciones de liposomas anionicos a partir de
dimiristoilfosfatidilglicerol, mientras que los liposomas fusogénicos aniénicos se forman principalmente a partir de
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE). Otro tipo de composicion liposémica se forma a partir de fosfatidilcolina (FC) tal
como, por ejemplo, FC de soja y FC de huevo. Otro tipo se forma a partir de mezclas de fosfolipido y/o
fosfatidilcolina y/o colesterol.

Ejemplos de otros métodos para introducir liposomas en células in vitro e in vivo incluyen la patente de EE.UU. N.°
5.283.185; la patente de EE.UU. N.° 5.171.678; documentos WO 94/00569; WO 93/24640; WO 91/16024; Felgner, J.
Biol. Chem. 269:2550, 1994; Nabel, Proc. Natl. Acad. Sci. 90:11307, 1993; Nabel, Human Gene Ther. 3:649, 1992;
Gershon, Biochem. 32:7143, 1993; y Strauss EMBO J. 11:417, 1992.

También se han examinado sistemas liposdémicos no iénicos para determinar su utilidad en la administracién de
farmacos a la piel, en particular sistemas que comprenden tensioactivo no iénico y colesterol. Se usaron
formulaciones liposémicas no idnicas que comprenden Novasome™ | (dilaurato de glicerilo/colesterol/polioxietilen-
10-estearil éter) y Novasome™ |l (diestearato de glicerilo/colesterol/polioxietilen-10-estearil éter) para administrar
ciclosporina A en la dermis de piel de raton. Los resultados indicaron que tales sistemas liposémicos no iénicos
fueron eficaces en facilitar la deposicion de ciclosporina A en diferentes capas de la piel (Hu et al. S.T.P. Pharma.
Sci., 1994, 4(6) 466).

Los liposomas también incluyen liposomas "estéricamente estabilizados", un término que, como se usa en el
presente documento, se refiere a liposomas que comprenden uno o mas lipidos especializados que, cuando se
incorporan en liposomas, producen vidas Utiles en circulacion potenciadas con respecto a liposomas que carecen de
tales lipidos especializados. Ejemplos de liposomas estéricamente estabilizados son aquellos en los que parte de la
porcién del lipido formador de vesicula del liposoma (A) comprende uno o mas dlicolipidos, tales como
monosialogangliésido Gu1, 0 (B) se derivatiza con uno o mas polimeros hidrofilos, tales como un resto de
polietilenglicol (PEG). Aunque no se desea cefiirse a teoria particular alguna, se cree en la materia que, al menos
para los liposomas estéricamente estabilizados que contienen gangliésidos, esfingomielina, o lipidos derivatizados
con PEG, la potenciada semivida en circulaciéon de estos liposomas estéricamente estabilizados se deriva de una
captacion reducida en células del sistema reticuloendotelial (RES) (Allen et al., FEBS Letters, 1987, 223, 42; Wu et
al., Cancer Research, 1993, 53, 3765).

Se conocen en la técnica diversos liposomas que comprenden uno o mas glicolipidos. Papahadjopoulos et al. (Ann.
N.Y. Acad. Sci, 1987, 507, 64) informaron de la capacidad del monosialogangliésido Gwmi, sulfato de
galactocerebrésido y fosfatidilinositol para mejorar las semividas en sangre de liposomas. Estos hallazgos se
expusieron por Gabizon et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1988, 85, 6949). La patente de EE.UU. N.° 4.837.028 y
el documento WO 88/04924, ambos por Allen et al., desvelan liposomas que comprenden (1) esfingomielinay (2) el
gangliésido Gu1 0 un éster de sulfato de galactocerebrosido. La patente de EE.UU. N.° 5.543.152 (Webb et al.)
desvela liposomas que comprenden esfingomielina. En el documento WO 97/13499 (Lim et al.) se desvelan
liposomas que comprenden 1,2-sn-dimiristoilfosfatidilcolina.

En una implementacion, se usan liposomas catidnicos. Los liposomas catiénicos poseen la ventaja de poder
fusionarse con la membrana celular. Se recogen liposomas no catiénicos, aunque no pueden fusionarse tan
eficazmente con la membrana plasmatica, por macréfagos in vivo y pueden usarse para administrar agentes de
iARN a macrofagos.

Ventajas adicionales de los liposomas incluyen: los liposomas obtenidos de fosfolipidos naturales son
biocompatibles y biodegradables; los liposomas pueden incorporar un amplio intervalo de agua y farmacos solubles
en lipidos; los liposomas pueden proteger agentes de iARN encapsulados en sus compartimentos internos del
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metabolismo y la degradacion (Rosoff, en "Pharmaceutical Dosage Forms", Lieberman, Rieger y Banker (Eds.),
1988, volumen 1, p. 245). Consideraciones importantes en la preparacion de formulaciones de liposomas son la
carga de la superficie del lipido, tamafio de las vesiculas y el volumen acuoso de los liposomas.

Puede usarse un lipido catiénico sintético positivamente cargado, cloruro de N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-
trimetilamonio (DOTMA), para formar pequefios liposomas que interaccionan espontaneamente con acido nucleico
para formar complejos de lipido-acido nucleico que pueden fusionarse con los lipidos negativamente cargados de las
membranas celulares de células de cultivo de tejido, produciendo la administracion de agente de iARN (véase, por
ejemplo, Felgner, P. L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 8:7413-7417, 1987 y la patente de EE.UU. N.° 4.897.355
para una descripcion de DOTMA y su uso con ADN).

Puede usarse un analogo de DOTMA, 1,2-bis(oleoiloxi)-3-(trimetilamoniaco)propano (DOTAP), en combinacion con
un fosfolipido para formar vesiculas de complejacion con ADN. Lipofectin™ de Bethesda Research Laboratories,
Gaithersburg, Md.) es un agente eficaz para la administracion de acidos nucleicos altamente aniénicos en células de
cultivo de tejido vivas que comprenden liposomas de DOTMA positivamente cargados que interaccionan
espontaneamente con polinucleétidos negativamente cargados para formar complejos. Si se usan suficientes
liposomas positivamente cargados, la carga neta en los complejos resultantes también es positiva. Los complejos
positivamente cargados preparados de esta forma se unen espontaneamente a superficies celulares negativamente
cargadas, se fusionan con la membrana plasmatica y liberan eficazmente acidos nucleicos funcionales a, por
ejemplo, células de cultivo de tejido. Otro lipido catidnico comercialmente disponible, 1,2-bis(oleoiloxi)-3,3-
(trimetilamoniaco)propano ("DOTAP") (Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana), se diferencia de DOTMA en
que los restos de oleoilo estan enlazados por enlaces éster, en vez de éter.

Otros compuestos de lipidos catidnicos informados incluyen aquellos que se han conjugado con una variedad de
restos que incluyen, por ejemplo, carboxiespermina que se ha conjugado con uno de los dos tipos de lipidos e
incluye compuestos tales como dioctaoleoilamida de 5-carboxiespermilglicina ("DOGS") (Transfectam™, Promega,
Madison, Wisconsin) y 5-carboxiespermil-amida de dipalmitoilfosfatidiletanolamina ("DPPES") (véase, por ejemplo, la
patente de EE.UU. N.° 5.171.678).

Otro conjugado de lipido catiénico incluye la derivatizacion del lipido con colesterol ("DC-Chol") que se ha formulado
en liposomas en combinacion con DOPE (véase, Gao, X. y Huang, L., Biochim. Biophys. Res. Commun. 179:280,
1991). Se ha informado que la lipopolilisina, preparada conjugando polilisina con DOPE, es eficaz para la
transfeccion en presencia de suero (Zhou, X. et al., Biochim. Biophys. Acta 1065:8, 1991). Para ciertas lineas
celulares, se dice que estos liposomas que contienen lipidos catidnicos conjugados presentan menor toxicidad y
proporcionan transfeccion mas eficaz que las composiciones que contienen DOTMA. Otros productos de lipido
catiénico comercialmente disponibles incluyen DMRIE y DMRIE-HP (Vical, La Jolla, California) y Lipofectamine
(DOSPA) (Life Technology, Inc., Gaithersburg, Maryland). Otros lipidos catiénicos adecuados para la administracion
de oligonucleétidos se describen en los documentos WO 98/39359 y WO 96/37194.

Las formulaciones liposémicas son particularmente aptas para administracion tépica, los liposomas presentan varias
ventajas con respecto a otras formulaciones. Tales ventajas incluyen efectos secundarios reducidos relacionados
con la alta absorcién sistémica del farmaco administrado, elevada acumulacion del farmaco administrado en la diana
deseada y la capacidad de administrar agente de iARN en la piel. En algunas implementaciones, los liposomas se
usan para administrar agente de iARN a células epidérmicas y también para potenciar la penetracion de agente de
iARN en tejidos dérmicos, por ejemplo, en piel. Por ejemplo, los liposomas pueden aplicarse apicalmente. Se ha
documentado la administracion tépica de farmacos formulados como liposomas a la piel (véase, por ejemplo, Weiner
et al., Journal of Drug Targeting, 1992, vol. 2,405-410 y du Plessis et al., Antiviral Research, 18, 1992, 259-265;
Mannino, R. J. y Fould-Fogerite, S., Biotechniques 6:682-690, 1988; Itani, T. et al. Gene 56:267-276. 1987; Nicolau,
C. et al. Meth. Enz. 149:157-176, 1987; Straubinger, R. M. y Papahadjopoulos, D. Meth. Enz. 101:512-527, 1983;
Wang, C. Y.y Huang, L., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7851-7855, 1987).

También se han examinado sistemas liposdémicos no iénicos para determinar su utilidad en la administracion de
farmacos a la piel, en particular sistemas que comprenden tensioactivo no idnico y colesterol. Se usaron
formulaciones liposémicas no idnicas que comprenden Novasome | (dilaurato de glicerilo/colesterol/polioxietilen-10-
estearil éter) y Novasome Il (diestearato de glicerilo/ colesterol/polioxietilen-10-estearil éter) para administrar un
farmaco a la dermis de piel de raton. Tales formulaciones con agente de iARN son utiles para tratar un trastorno
dermatoldgico.

Los liposomas que incluyen ARNi pueden hacerse altamente deformables. Tal deformabilidad puede permitir que los
liposomas penetren a través de poros que son mas pequefios que el radio promedio del liposoma. Por ejemplo, los
transfersomas son un tipo de liposomas deformables. Los transferosomas pueden prepararse afadiendo activadores
del borde superficial, normalmente tensioactivos, a una composicién liposémica convencional. Los transfersomas
que incluyen agente de iARN pueden administrarse, por ejemplo, por via subcutanea por infeccion con el fin de
administrar agente de iARN a queratinocitos en la piel. Con el fin de cruzar intacta la piel de mamifero, las vesiculas
de lipidos deben pasar a través de una serie de poros finos, cada uno con un diametro inferior a 50 nm, bajo la
influencia de un gradiente transdérmico adecuado. Ademas, debido a las propiedades del lipido, estos transfersomas

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2676 146 T3

pueden ser auto-optimizantes (adaptables a la forma de los poros, por ejemplo, en la piel), auto-reparadores y
frecuentemente pueden llegar a sus dianas sin fragmentarse, y frecuentemente se auto-cargan.

Otras formulaciones aceptadas para la presente invencion se describen en las solicitudes provisionales de Estados
Unidos N.° de serie 61/018.616, presentada el 2 de enero de 2008; 61/018.611, presentada el 2 de enero de 2008;
61/039.748, presentada el 26 de marzo de 2008; 61/047.087, presentada el 22 de abril de 2008 y 61/051.528,
presentada el 8 de mayo de 2008. La solicitud PCT N.° PCT/US2007/080331, presentada el 3 de octubre de 2007,
también describe formulaciones que son aceptadas para la presente invencion.

Los transfersomas son todavia otro tipo de liposomas, y son agregados de lipidos altamente deformables que son
candidatos atractivos para vehiculos de administracién de farmaco. Los transfersomas pueden describirse como
gotitas de lipido que son tan altamente deformables que son facilmente capaces de penetrar a través de los poros
que son mas pequefos que la gotita. Los transfersomas son adaptables al entorno en el que se usan, por ejemplo,
son auto-optimizantes (adaptables a la forma de los poros, por ejemplo, en la piel), auto-reparadores,
frecuentemente pueden llegar a sus dianas sin fragmentarse, y frecuentemente se auto-cargan. Para preparar
transfersomas es posible afiadir activadores del borde superficial, normalmente tensioactivos, a una composicion
liposémica convencional. Se han usado transfersomas para administrar albumina de suero a la piel. Se ha mostrado
que la administracion mediada por transfersomas de albumina de suero es tan eficaz como la inyeccion subcutanea
de una disolucién que contiene albumina de suero.

Los tensioactivos encuentran una amplia aplicacién en formulaciones tales como emulsiones (incluyendo
microemulsiones) y liposomas. La forma mas comun de clasificar y ordenar las propiedades de los muchos tipos
diferentes de tensioactivos, tanto naturales como sintéticos, es por el uso del equilibrio hidrofilo/lipofilo (HLB). La
naturaleza del grupo hidréfilo (también conocido como la "cabeza") proporciona el medio mas util para clasificar los
diferentes tensioactivos usados en formulaciones (Rieger, en Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Dekker, Inc.,
New York, N.Y., 1988, p. 285).

Si la molécula de tensioactivo no esta ionizada, se clasifica como un tensioactivo no i6nico. Los tensioactivos no
idénicos encuentran una amplia aplicacion en productos farmacéuticos y cosméticos y pueden usarse durante un
amplio intervalo de valores de pH. En general, sus valores de HLB oscilan de 2 a aproximadamente 18 dependiendo
de su estructura. Los tensioactivos no ionicos incluyen ésteres no idnicos tales como ésteres de etilenglicol, ésteres
de propilenglicol, ésteres de glicerilo, ésteres de poliglicerilo, ésteres de sorbitano, ésteres de sacarosa y ésteres
etoxilados. También estan incluidas en esta clase alcanolamidas no idnicas y éteres tales como etoxilatos de
alcoholes grasos, alcoholes propoxilados y polimeros de bloques etoxilados/propoxilados. Los tensioactivos de
polioxietileno son los miembros mas populares de la clase de tensioactivos no iénicos.

Si la molécula de tensioactivo lleva una carga negativa cuando se disuelve o dispersa en agua, el tensioactivo se
clasifica como anidnico. Los tensioactivos anidnicos incluyen carboxilatos tales como jabones, lactilatos de acilo,
acilamidas de aminoacidos, ésteres de acido sulfurico tales como sulfatos de alquilo y sulfatos de alquilo etoxilados,
sulfonatos tales como alquilbencenosulfonatos, isetionatos de acilo, tauratos de acilo y sulfosuccinatos, y fosfatos.
Los miembros mas importantes de la clase de tensioactivos anionicos son los sulfatos de alquilo y los jabones.

Si la molécula de tensioactivo lleva una carga positiva cuando se disuelve o dispersa en agua, el tensioactivo se
clasifica como catidnico. Tensioactivos catiénicos incluyen sales de amonio cuaternario y aminas etoxiladas. Las
sales de amonio cuaternario son los miembros mas usados de esta clase.

Si la molécula de tensioactivo tiene la capacidad de llevar tanto una carga positiva como negativa, el tensioactivo se
clasifica como anfétero. Los tensioactivos anféteros incluyen derivados de acido acrilico, alquilamidas sustituidas, N-
alquilbetainas y fosfatidas.

Se ha revisado el uso de tensioactivos en medicamentos, formulaciones y en emulsiones (Rieger, en Pharmaceutical
Dosage Forms, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, p. 285).

El ARNi para su uso en los métodos de la invencion también puede proporcionarse como formulaciones micelares.
Las "micelas" se definen en el presente documento como un tipo particular de ensamblaje molecular en el que
moléculas anfipaticas estan dispuestas en una estructura esférica tal que todas las porciones hidréfobas de las
moléculas estén dirigidas hacia adentro, dejando las porciones hidrofilas en contacto con la fase acuosa circundante.
Existe la disposicién contraria si el entorno es hidrofobo.

Una formulacién micelar mixta adecuada para la administracion mediante membranas transdérmicas puede
prepararse mezclando una disoluciéon acuosa de la composicion de ARNip, un sulfato de alquilo Cs a C,, de metal
alcalino y un compuesto formador de micelas. Compuestos formadores de micelas a modo de ejemplo incluyen
lecitina, acido hialurénico, sales farmacéuticamente aceptables de acido hialurénico, acido glicdlico, acido lactico,
extracto de camomila, extracto de pepino, acido oleico, acido linoleico, acido linolénico, monooleina, monooleatos,
monolauratos, aceite de borraja, aceite de onagra, mentol, trihidroxioxocolanilglicina y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos, glicerina, poliglicerina, lisina, polilisina, trioleina, éteres de polioxietileno y analogos de los
mismos, polidocanol alquil éteres y andlogos de los mismos, quenodesoxicolato, desoxicolato, y mezclas de los
mismos. Los compuestos formadores de micelas pueden afiadirse al mismo tiempo o después de la adicion del
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sulfato de alquilo de metal alcalino. Se formaran micelas mixtas con sustancialmente cualquier tipo de mezcla de los
componentes, pero mezcla vigorosa, con el fin de proporcionar micelas de tamafio mas pequerio.

En un método, se prepara una primera composicion micelar que contiene la composicion de ARNip y al menos el
sulfato de alquilo de metal alcalino. A continuacion, la primera composiciéon micelar se mezcla con al menos tres
compuestos formadores de micelas para formar una composicién micelar mixta. En otro método, la composiciéon
micelar se prepara mezclando la composicion de ARNip, el sulfato de alquilo de metal alcalino y al menos uno de los
compuestos formadores de micelas, seguido de la adicién de los restantes compuestos formadores de micelas, con
mezcla vigorosa.

Puede afiadirse fenol y/o m-cresol a la composicién micelar mixta para estabilizar la formulacion y proteger contra el
crecimiento bacteriano. Alternativamente, puede afiadirse fenol y/o m-cresol con los componentes formadores de
micelas. También puede afiadirse un agente isotonico tal como glicerina después de la formacién de la composicion
micelar mixta.

Para la administracion de la formulacion micelar como espray, la formulacion puede ponerse en un dispensador de
aerosol y el dispensador se carga con un propulsor. El propulsor, que esta bajo presioén, esta en forma liquida en el
dispensador. Las relaciones de los componentes se ajustan de manera que las fases acuosas y de propulsor sean
una, es decir, hay una fase. Si hay dos fases, es necesario agitar el dispensador antes de dispensar una porcion del
contenido, por ejemplo, mediante una valvula de dosificacion. La dosis dispensada de agente farmacéutico es
expulsada de la valvula de dosificacion en un fino espray.

Los propulsores pueden incluir clorofluorocarburos que contienen hidrogeno, fluorocarburos que contienen
hidrégeno, éter dimetilico y éter dietilico. En ciertas realizaciones puede usarse HFA 134a (1,1,1,2-tetrafluoroetano).

Las concentraciones especificas de los componentes esenciales pueden determinarse por experimentacion
relativamente directa. Para absorcién mediante las cavidades bucales, es frecuentemente deseable aumentar, por
ejemplo, al menos el doble o triple, la dosificacion para mediante inyeccién o administracion mediante el tubo
gastrointestinal.

B. Particulas de lipido

Los ARNi, por ejemplo, ARNbc de la invencion pueden estar completamente encapsulados en una formulaciéon de
lipido, por ejemplo, una LNP, u otra particula de acido nucleico-lipido.

Como se usa en el presente documento, el término "LNP" se refiere a una particula de acido nucleico-lipido estable.
Las LNP contienen un lipido catidnico, un lipido no cationico y un lipido que previene la agregacion de la particula
(por ejemplo, un conjugado de PEG-lipido). Las LNP son extremadamente Utiles para aplicaciones sistémicas, ya
que presentan vidas Utiles en circulacion prolongadas tras la inyeccion intravenosa (i.v.) y se acumulan en sitios
distales (por ejemplo, sitios fisicamente separados del sitio de administracion). Las LNP incluyen "pSPLP", que
incluyen un complejo de agente de condensacién-acido nucleico encapsulado como se expone en la publicacion
PCT N.° WO 00/03683. Las particulas de la presente invencién normalmente tienen un diametro medio de
aproximadamente 50 nm a aproximadamente 150 nm, mas normalmente aproximadamente 60 nm a
aproximadamente 130 nm, mas normalmente aproximadamente 70 nm a aproximadamente 110 nm, lo mas
normalmente aproximadamente 70 nm a aproximadamente 90 nm, y son sustancialmente no téxicas. Ademas, los
acidos nucleicos, cuando estan presentes en las particulas de acido nucleico-lipido de la presente invencion, son
resistentes en disolucién acuosa a la degradacidon con una nucleasa. Las particulas de acido nucleico-lipido y su
método de preparacion se desvelan en, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N.° 5.976.567; 5.981.501; 6.534.484;
6.586.410; 6.815.432; publicacion de EE.UU. N.° 2010/0324120 y publicacion PCT N.° WO 96/40964.

En una implementacion, la relacion de lipido con respecto a farmaco (relacion masa/masa) (por ejemplo, relacién de
lipido con respecto a ARNbc) estara en el intervalo de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 50:1, de
aproximadamente 1:1 a aproximadamente 25:1, de aproximadamente 3:1 a aproximadamente 15:1, de
aproximadamente 4:1 a aproximadamente 10:1, de aproximadamente 5:1 a aproximadamente 9:1, o
aproximadamente 6:1 a aproximadamente 9:1. También se contempla que intervalos intermedios a los intervalos
anteriormente citados son parte de la invencion.

El lipido catiénico puede ser, por ejemplo, cloruro de N,N-dioleil-N,N-dimetilamonio (DODAC), bromuro de N,N-
diestearil-N,N-dimetilamonio (DDAB), cloruro de N-(1-(2,3- dioleoiloxi)propil)-N,N,N-trimetilamonio (DOTAP), cloruro
de N-(1-(2,3-dioleiloxi)propil)-N,N,N-trimetilamonio (DOTMA), N,N-dimetil-2,3-dioleiloxi)propilamina (DODMA), 1,2-
dilinoleiloxi-N,N-dimetilaminopropano (DLinDMA), 1,2-dilinoleniloxi-N,N-dimetilaminopropano (DLenDMA), 1,2-
dilinoleilcarbamoiloxi-3-dimetilaminopropano (DLin-C-DAP), 1,2-dilinoleioxi-3-(dimetilamino)acetoxipropano (DLin-
DAC), 1,2-dilinoleioxi-3-morfolinopropano (DLin-MA), 1,2-dilinoleoil-3-dimetilaminopropano (DLinDAP), 1,2-
dilinoleiltio-3-dimetilaminopropano (DLin-S-DMA), 1-linoleoil-2-linoleiloxi-3-dimetilaminopropano (DLin-2-DMAP), sal
de cloruro de 1,2-dilinoleiloxi-3-trimetilaminopropano (DLin-TMA.CI), sal de cloruro de 1,2-dilinoleoil-3-
trimetilaminopropano  (DLin-TAP.CI), 1,2-dilinoleiloxi-3-(N-metilpiperazino)propano  (DLin-MPZ), o  3-(N,N-
dilinoleilamino)-1,2-propanodiol (DLinAP), 3-(N,N-dioleilamino)-1,2-propanodio (DOAP), 1,2-dilinoleiloxo-3-(2-N,N-
dimetilamino)etoxipropano (DLin-EG-DMA), 1,2-dilinoleniloxi-N,N-dimetilaminopropano (DLinDMA), 2,2-dilinoleil-4-
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dimetilaminometil-[1,3]-dioxolano (DLin-K-DMA) o analogos de los mismos, (3aR,5s,6aS)-N,N-dimetil-2,2-
di((9Z,122)-octadeca-9,12-dienil)tetrahidro-3aH-ciclopenta[d][1,3]dioxol-5-amina (ALN100), 4-
(dimetilamino)butanoato de (6Z,9Z,287,31Z)-heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-ilo (MC3), 1,1'-(2-(4-(2-((2-(bis(2-
hidroxidodecil)amino)etil)(2-hidroxidodecil)amino)etil)piperazin-1-il)etilazanodiil)didodecan-2-ol (Tech G1), o una
mezcla de los mismos. El lipido catiénico puede comprender de aproximadamente el 20 % en moles a
aproximadamente el 50 % en moles o aproximadamente el 40 % en moles del lipido total presente en la particula.

En otra implementacién, el compuesto 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano puede usarse para preparar
nanoparticulas de lipido-ARNip. La sintesis de 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano se describe en la
solicitud de patente provisional de Estados Unidos numero 61/107,998 presentada el 23 de octubre de 2008.

En una realizacion, la particula de lipido-ARNip incluye 40 % de 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano: 10 %
de DSPC: 40 % de colesterol: 10 % de PEG-C-DOMG (porcentaje en moles) con un tamafio de particula de 63,0 +
20 nm y una de relacion de ARNip/lipido de 0,027.

El lipido ionizable/no catidnico puede ser un lipido aniénico o un lipido neutro que incluye, pero no se limita a,
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG), dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), dioleoil-fosfatidiletanolamina (DOPE),
palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC), palmitoiloleoilfosfatidiletanolamina (POPE), 4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-I-
carboxilato de dioleoil-fosfatidiletanolamina (DOPE-mal), dipalmitoilfosfatidiletanolamina (DPPE),
dimiristoilfosfoetanolamina (DMPE), diestearoil-fosfatidil-etanolamina (DSPE), 16-O-monometil-PE, 16-O-dimetil-PE,
18-1-trans-PE, 1-estearoil-2-oleoil-fosfatidiletanolamina (SOPE), colesterol, o una mezcla de los mismos. El lipido no
catiénico puede ser de aproximadamente el 5 % en moles a aproximadamente el 90 % en moles, aproximadamente
10 % en moles, o aproximadamente el 58 % en moles si se incluye colesterol, del contenido de lipido total en la
particula.

El lipido conjugado que inhibe la agregacion de particulas puede ser, por ejemplo, un polietilenglicol (PEG)-lipido
que incluye, sin limitacién, un PEG-diacilglicerol (DAG), un PEG-dialquiloxipropilo (DAA), un PEG-fosfolipido, una
PEG-ceramida (Cer), o una mezcla de los mismos. El conjugado PEG-DAA puede ser, por ejemplo, un PEG-
dilauriloxipropilo  (Ciz), un PEG-dimiristiloxipropilo (Cis), un PEG-dipalmitiloxipropilo (Cis) o un PEG-
diesteariloxipropilo (C]s). El lipido conjugado que previene la agregacion de particulas puede ser del 0 % en moles a
aproximadamente el 20 % en moles o aproximadamente el 2 % en moles del lipido total presente en la particula.

En algunas realizaciones, la particula de acido nucleico-lipido incluye colesterol a, por ejemplo, aproximadamente el
10 % en moles a aproximadamente el 60 % en moles o aproximadamente el 48 % en moles del lipido total presente
en la particula.

En una realizacion, el lipidoide ND98-4HCI (MW 1487) (véase la solicitud de patente de EE.UU. N.° 12/056.230,
presentada el 26/03/2008), colesterol (Sigma-Aldrich) y PEG-ceramida C16 (Avanti Polar Lipids) pueden usarse para
preparar nanoparticulas de lipido-ARNbc (es decir, particulas de LNPO1). Pueden prepararse disoluciones madre de
cada uno en etanol del siguiente modo: ND98, 133 mg/ml; colesterol, 25 mg/ml, PEG-ceramida C16, 100 mg/ml. Las
disoluciones madre de ND98, colesterol y PEG-ceramida C16 pueden entonces combinarse en una relacion molar,
por ejemplo, 42:48:10. La disolucion de lipido combinada puede mezclarse con ARNbc acuoso (por ejemplo, en
acetato sodico a pH 5) de forma que la concentracion de etanol final sea de aproximadamente el 35-45% y la
concentracion de acetato sédico final sea aproximadamente 100-300 mM. Las nanoparticulas de lipido-ARNbc
normalmente se forman espontaneamente tras la mezcla. Dependiendo de la distribucion deseada del tamario de
particula, la mezcla de nanoparticulas resultante puede extruirse a través de una membrana de policarbonato (por
ejemplo, corte de 100 nm) usando, por ejemplo, una prensa extrusora de cilindro térmico, tal como la prensa
extrusora Lipex (Northern Lipids, Inc). En algunos casos, puede omitirse la etapa de extrusién. La eliminacion de
etanol y el intercambio de tampon simultaneo pueden llevarse a cabo, por ejemplo, por didlisis o filtracion de flujo
tangencial. El tampdn puede intercambiarse con, por ejemplo, solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a
aproximadamente pH 7, por ejemplo, aproximadamente pH 6,9, aproximadamente pH 7,0, aproximadamente pH 7,1,
aproximadamente pH 7,2, aproximadamente pH 7,3, o aproximadamente pH 7,4.
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Formulaciones de lipido-ARNbc a modo de ejemplo adicionales se describen en la Tabla A.

Tabla A.
Conjugado de lipido cationicol/lipido no
Lipido ionizable/catiénico catidnico/colesterol/PEG-lipido
Relacion de lipido:ARNip
DLinDMA/DPPC/colesterol/PEG-cDMA
1,2-Dilinoleniloxi-N,N-dimetilaminopropano
LNP-1 (DLInDMA) (57,1/7,1/34,4/1,4)
Lipido:ARNip ~ 7:1
XTC/DPPC/colesterol/PEG-cDMA
2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-
2-XTC dioxolano (XTC) 57,1/7,1/34,4/1,4
Lipido:ARNip ~ 7:1
XTC/DSPC/colesterol/PEG-DMG
2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-
LNPO5 dioxolano (XTC) 57,5/7,5/31,5/3,5
Lipido:ARNip ~ 6:1
XTC/DSPC/colesterol/PEG-DMG
2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-
LNPO6 dioxolano (XTC) 57,5/7,5/31,5/3,5
Lipido:ARNip ~ 11:1
XTC/DSPC/colesterol/PEG-DMG
2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-
LNPO7 dioxolano (XTC) 60/7,5/31/1,5,
Lipido:ARNip ~ 6:1
XTC/DSPC/colesterol/PEG-DMG
2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-
LNPO8 dioxolano (XTC) 60/7,5/31/1,5,
Lipido:ARNip ~ 11:1
XTC/DSPC/colesterol/PEG-DMG
2,2-Dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-
LNPO09 dioxolano (XTC) 50/10/38,5/1,5
Lipido:ARNip 10:1
ALN100/DSPC/colesterol/PEG-DMG
(38R, 55,6aS)-N,N-dimetil-2,2-di((92,122)- | 99/10/38,5/1,5
LNP10 | octadeca-9,12-dienil)tetrahidro-3aH- L . .
ciclopenta[d][1,3]dioxol-5-amina (ALN100) Lipido:ARNip 10:1
MC-3/DSPC/colesterol/PEG-DMG
4-(Dimetilamino)butanoato de
LNP11 (62,92,287,31Z)-heptatriaconta-6,9,28,31- 50/10/38,5/1,5
tetraen-19-ilo (MC3)
Lipido:ARNip 10:1
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1,1'-(2-(4-(2-((2-(bis(2- Tech G1/DSPC/colesterol/PEG-DMG

hidroxidodecil)amino)etil)(2-
hidroxidodecil)amino)etil)piperazin-1- 50/10/38,5/1,5
il)etilazanodiil)didodecan-2-ol (Tech G1) Lipido:ARNip 10:1

LNP12

XTC/DSPC/Chol/PEG-DMG
LNP13 | XTC 50/10/38,5/1,5
Lipido:ARNip: 33:1

MC3/DSPC/Chol/PEG-DMG
LNP14 | MC3 40/15/40/5
Lipido:ARNip: 11:1

MC3/DSPC/Chol/PEG-DSG/GalNAc-PEG-
DSG

LNP15 | MC3 50/10/35/4,5/0,5

Lipido:ARNip: 11:1

MC3/DSPC/Chol/PEG-DMG
LNP16 | MC3 50/10/38,5/1,5
Lipido:ARNip: 7:1

MC3/DSPC/Chol/PEG-DSG
LNP17 | MC3 50/10/38,5/1,5
Lipido:ARNip: 10:1

MC3/DSPC/Chol/PEG-DMG
LNP18 | MC3 50/10/38,5/1,5
Lipido:ARNip: 12:1

MC3/DSPC/Chol/PEG-DMG
LNP19 | MC3 50/10/35/5
Lipido:ARNip: 8:1

MC3/DSPC/Chol/PEG-DPG
LNP20 | MC3 50/10/38,5/1,5
Lipido:ARNip: 10:1

C12-200/DSPC/Chol/PEG-DSG
LNP21 | C12-200 50/10/38,5/1,5
Lipido:ARNip: 7:1

XTC/DSPC/Chol/PEG-DSG
LNP22 | XTC 50/10/38,5/1,5
Lipido:ARNip: 10:1

DSPC: diestearoilfosfatidilcolina
DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina
PEG-DMG: PEG-didimiristoilglicerol (C14-PEG, o PEG-C14) (PEG con peso en moles promedio de
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2000)
PEG-DSG: PEG-diestirilglicerol (C18-PEG, o PEG-C18) (PEG con peso en moles promedio de 2000)
PEG-cDMA: PEG-carbamoil-1,2-dimiristiloxipropilamina (PEG con peso en moles promedio de 2000)

LNP (1,2-dilinoleniloxi-N,N-dimetilaminopropano (DLinDMA)) que comprende formulaciones descritas
en la publicacién internacional N.° W0O2009/127060, presentada el 15 de abril de 2009.

XTC que comprende formulaciones descritas, por ejemplo, en la solicitud provisional de EE.UU. N.° de
serie 61/148.366, presentada el 29 de enero de 2009; la solicitud provisional de EE.UU. N.° de serie
61/156.851, presentada el 2 de marzo de 2009; la solicitud provisional de EE.UU. N.° de serie
presentada el 10 de junio 2009; la solicitud provisional de EE.UU. N.° de serie 61/228.373, presentada
el 24 de julio de 2009; la solicitud provisional de EE.UU. N.° de serie 61/239.686, presentada el 3 de
septiembre de 2009, y la solicitud internacional N.° PCT/US2010/022614, presentada el 29 de enero
2010.

MC3 que comprende formulaciones descritas, por ejemplo, en la publicacion de EE.UU. N.°
2010/0324120, presentada el 10 de junio de 2010.

ALNY-100 que comprende formulaciones descritas, por ejemplo, en la solicitud de patente
internacional niumero PCT/US09/63933, presentada el 10 de noviembre de 2009.

C12-200 que comprende formulaciones descritas en la solicitud provisional de EE.UU. N.° de serie
61/175.770, presentada el 5 de mayo de 2009 y la solicitud internacional N.° PCT/US10/33777,
presentada el 5 de mayo de 2010.

Sintesis de lipidos ionizables/catiénicos

Cualquiera de los compuestos, por ejemplo, lipidos cationicos y similares, usados en las particulas de acido
nucleico-lipido de la invenciéon puede prepararse por técnicas de sintesis organica conocidas, que incluyen los
métodos descritos en mas detalle en los ejemplos. Todos los sustituyentes son como se definen mas adelante, a
menos que se indique lo contrario.

"Alquilo" significa un hidrocarburo alifatico saturado de cadena lineal o ramificado, no ciclico o ciclico, que contiene
de 1 a 24 atomos de carbono. Alquilos de cadena lineal saturados representativos incluyen metilo, etilo, n-propilo, n-
butilo, n-pentilo, n-hexilo y similares; mientras que los alquilos ramificados saturados incluyen isopropilo, sec-butilo,
isobutilo, terc-butilo, isopentilo y similares. Alquilos ciclicos saturados representativos incluyen ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y similares; mientras que alquilos ciclicos insaturados incluyen ciclopentenilo y
ciclohexenilo y similares.

"Alquenilo” significa un alquilo, como se ha definido anteriormente, que contiene al menos un doble enlace entre
atomos de carbono adyacentes. Alquenilos incluyen tanto isémeros cis como trans. Alquenilos de cadena lineal y
ramificados representativos incluyen etilenilo, propilenilo, 1-butenilo, 2-butenilo, isobutilenilo, 1-pentenilo, 2-pentenilo,
3-metil-1-butenilo, 2-metil-2-butenilo, 2,3-dimetil-2-butenilo y similares.

"Alquinilo” significa cualquier alquilo o alquenilo, como se ha definido anteriormente, que contiene adicionalmente al
menos un triple enlace entre carbonos adyacentes. Alquinilos de cadena lineal y ramificados representativos
incluyen acetilenilo, propinilo, 1-butinilo, 2-butinilo, 1-pentinilo, 2-pentinilo, 3-metil-1 butinilo y similares.

"Acilo" significa cualquier alquilo, alquenilo o alquinilo en el que el carbono en el punto de unién esta sustituido con
un grupo oxo, como se define mas adelante. Por ejemplo, -C(=0O)alquilo, -C(=O)alquenilo y -C(=O)alquinilo son
grupos acilo.

"Heterociclo" significa un anillo heterociclico monociclico de 5 a 7 miembros, o biciclico de 7 a 10 miembros, que
esta tanto saturado, insaturado, como es aromatico, y que contiene 1 o 2 heteroatomos independientemente
seleccionados de nitrégeno, oxigeno y azufre, y en el que los heteroatomos de nitrégeno y azufre pueden estar
opcionalmente oxidados, y el heteroatomo de nitrégeno puede estar opcionalmente cuaternizado, que incluye anillos
biciclicos en los que cualquiera de los heterociclos anteriores estan condensados con un anillo de benceno. El
heterociclo puede unirse mediante cualquier heteroatomo o atomo de carbono. Los heterociclos incluyen heteroarilos
como se definen mas adelante. Los heterociclos incluyen morfolinilo, pirrolidinonilo, pirrolidinilo, piperidinilo,
piperizinilo, hidantoinilo, valerolactamilo, oxiranilo, oxetanilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, tetrahidropiridinilo,
tetrahidroprimidinilo, tetrahidrotiofenilo, tetrahidrotiopiranilo, tetrahidropirimidinilo, tetrahidrotiofenilo,
tetrahidrotiopiranilo y similares.

Los términos "alquilo opcionalmente sustituido”, "alquenilo opcionalmente sustituido”, "alquinilo opcionalmente

sustituido”, "acilo opcionalmente sustituido" y "heterociclo opcionalmente sustituido" significan que, cuando estan
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sustituidos, al menos un atomo de hidréogeno esta sustituido con un sustituyente. En el caso de un sustituyente oxo
(=0) se sustituyen dos atomos de hidrégeno. A este respecto, los sustituyentes incluyen oxo, halégeno, heterociclo, -
CN, -ORx, -NRxRy, -NRxC(=0)Ry, -NRxSO2Ry, -C(=0)Rx, -C(=0)ORYX, -C(=O)NRxRy, —SOnRx y -SOnNRxRYy, en
los que nes 0, 1 0 2, Rx y Ry son iguales o diferentes e independientemente hidrégeno, alquilo o heterociclo, y cada
uno de dichos sustituyentes alquilo y heterociclo puede estar adicionalmente sustituido con uno o mas de oxo,
halégeno, -OH, -CN, alquilo, -ORx, heterociclo, -NRxRy, -NRxC(=O)Ry, -NRxSO2Ry, -C(=O)Rx, -C(=O)ORX,
-C(=O)NRxRYy, -SOnRx y -SOnNRxRy.

"Haldégeno" significa fluor, cloro, bromo y yodo.

En algunas implementaciones, los métodos de la invencion pueden requerir el uso de grupos protectores. La
metodologia de grupos protectores es muy conocida para aquellos expertos en la materia (véase, por ejemplo,
Protective Groups in Organic Synthesis, Green, T.W. et al., Wiley-Interscience, New York City, 1999). Brevemente,
grupos protectores dentro del contexto de la presente invenciéon son cualquier grupo que reduzca o elimine la
reactividad no deseada de un grupo funcional. Un grupo protector puede afiadirse a un grupo funcional para
enmascarar su reactividad durante ciertas reacciones y luego se elimina para revelar el grupo funcional original. En
algunas implementaciones se usa un "grupo protector de alcohol". Un "grupo protector de alcohol" es cualquier
grupo que disminuya o elimine la reactividad no deseada de un grupo funcional de alcohol. Los grupos protectores
pueden afadirse y eliminarse usando técnicas muy conocidas en la técnica.

Sintesis de la formula A

En algunas implementaciones, las particulas de acido nucleico-lipido de la invencién se formulan usando un lipido
cationico de formula A:

Ry
\
N_R4

en la que R1 y R2 son independientemente alquilo, alquenilo o alquinilo, cada uno puede estar opcionalmente
sustituido, y R3 y R4 son independientemente alquilo inferior o R3 y R4 pueden tomarse conjuntamente para formar
un anillo heterociclico opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, el lipido catidnico es XTC (2,2-dilinoleil-4-
dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano). En general, el lipido de férmula A anterior puede prepararse por los siguientes
Esquemas de reaccion 1 o 2, en los que todos los sustituyentes son como se han definido anteriormente, a menos
que se indique lo contrario.

Esquema 1
Br OH
Br
Q 1 334
2 oH o R NHRR
R VA
R' R?
1 (9]
R* 3
/ R*
N = 5
3" 3 R
R o - R‘;X /N//
o RS +
>LH2 X— O P\1
o] R2
Formula A

El lipido A, en el que R1 y R2 son independientemente alquilo, alquenilo o alquinilo, cada uno puede estar
opcionalmente sustituido, y R3 y R4 son independientemente alquilo inferior o R3 y R4 pueden tomarse
conjuntamente para formar un anillo heterociclico opcionalmente sustituido, puede prepararse segun el Esquema 1.
La cetona 1 y el bromuro 2 pueden comprarse o prepararse segun métodos conocidos para aquellos expertos
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habituales en la materia. La reaccion de 1y 2 da el cetal 3. El tratamiento del cetal 3 con la amina 4 da los lipidos de
férmula A. Los lipidos de férmula A pueden convertirse en la sal de amonio correspondiente con una sal organica de
férmula 5, en la que X es el contraidn aniénico seleccionado de halégeno, hidréxido, fosfato, sulfato o similares.

Esquema 2
+
BrMg—R; 4+ R,—CN H o:<R2
Ry
R3
\
N‘R4
o_ o
Rz Ry

Alternativamente, el material de partida de cetona 1 puede prepararse segun el Esquema 2. El reactivo de Grignard
6 y el cianuro 7 pueden comprarse o prepararse segun métodos conocidos para aquellos expertos habituales en la
materia. La reaccion de 6 y 7 da la cetona 1. La conversion de la cetona 1 en los lipidos correspondientes de férmula
A es como se ha descrito en el Esquema 1.

Sintesis de MC3

La preparacion de DLin-M-C3-DMA (es decir, 4-(dimetilamino)butanoato de (6Z,9Z,28Z7,31Z)-heptatriaconta-
6,9,28,31-tetraen-19-ilo) fue del siguiente modo. Se agité una disolucion de (6Z,9Z,287,31Z)-heptatriaconta-
6,9,28,31-tetraen-19-ol (0,53 g), clorhidrato del acido 4-N,N-dimetilaminobutirico (0,51 g), 4-N,N-dimetilaminopiridina
(0,61 g) y clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (0,53 g) en diclorometano (5 ml) a temperatura
ambiente durante la noche. La disolucién se lavo con acido clorhidrico diluido, seguido de bicarbonato sédico acuoso
diluido. Las fracciones organicas se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y el disolvente se elimind
en un rotavapor. El residuo se paso6 a través de una columna de gel de silice (20 g) usando un gradiente de elucion
del 1-5 % de metanol/diclorometano. Se combinaron las fracciones que contenian el producto purificado y el
disolvente se elimind, dando un aceite incoloro (0,54 g).

Sintesis de ALNY-100

La sintesis del cetal 519 [ALNY-100] se realizé usando el siguiente Esquema 3:

NHBoc NHMe NCbzMe NCbzMe NCbzMe
LAH Chz-0Su, NE3 NMO, 004 .
- - - T ho HO
OH
514 OH
515 518 517A 5178
o = PTSA

O == LAH, 1M THF (o) N
MeZNH“<I - MerzNH“<I
(e} =/ N— o N
519 518

Sintesis de 515

A una suspension con agitacion de LiAIH4 (3,74 g, 0,09852 moles) en 200 ml de THF anhidro en un RBF de dos
bocas (1 I) se anadié una disolucion de 514 (10 g, 0,04926 moles) en 70 ml de THF lentamente a 0 °C bajo
atmodsfera de nitrégeno. Después de completarse la adicion, la mezcla de reaccion se calentd a temperatura
ambiente y a continuacion se calentd a reflujo durante 4 h. El progreso de la reacciéon se monitorizé por CCF.
Después de completarse la de reaccion (por CCF), la mezcla se enfrié a 0 °C y se extinguié con la adicion cuidadosa
de disolucién saturada de Na,SO4. La mezcla de reaccion se agitd durante 4 h a temperatura ambiente y se separd
por filtracién. El residuo se lavd bien con THF. El filirado y los lavados se mezclaron y se diluyeron con 400 ml de
dioxano y 26 ml de HCI conc. y se agitaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. Los volatiles se separaron
por arrastre a vacio dando la sal de clorhidrato de 515 como un sélido blanco. Rendimiento: 7,12 g RMN H (DMSO,
400 MHz): &= 9,34 (ancho, 2H), 5,68 (s, 2H), 3,74 (m, 1H), 2,66-2,60 (m, 2H), 2,50-2,45 (m, 5H).

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2676 146 T3

Sintesis de 516

A una disolucion con agitacion del compuesto 515 en 100 ml de DCM seco en un RBF de dos bocas de 250 ml se
afiadié NEt3 (37,2 ml, 0,2669 moles) y se enfrid a 0 °C bajo atmoésfera de nitrogeno. Después de una lenta adicion
de N-(benciloxi-carboniloxi)-succinimida (20 g, 0,08007 moles) en 50 ml de DCM seco, la mezcla de reaccion se dejo
calentar a temperatura ambiente. Después de completarse la reaccion (2-3 h por CCF), la mezcla se lavd
sucesivamente con disolucién 1 N de HCI (1 x 100 ml) y disolucién saturada de NaHCOs3 (1 x 50 ml). A continuacion,
la fase organica se secé sobre Na;SO4 anhidro y el disolvente se evapord dando el material en bruto que se purifico
por cromatografia en columna de gel de silice para conseguir 516 como una masa pegajosa. Rendimiento: 11 g
(89 %). RMN 'H (CDCI3, 400 MHz): & = 7,36-7,27 (m, 5H), 5,69 (s, 2H), 5,12 (s, 2H), 4,96 (a., 1H) 2,74 (s, 3H), 2,60
(m, 2H), 2,30-2,25 (m, 2H). LC-MS [M+H] -232,3 (96,94 %).

Sintesis de 517A y 517B

El ciclopenteno 516 (5 g, 0,02164 moles) se disolvié en una disolucion de 220 ml de acetona y agua (10:1) en un
RBF de una sola boca de 500 ml y a él se afiadid N-6xido de N-metilmorfolina (7,6 g, 0,06492 moles), seguido de 4,2
ml de disolucion al 7,6 % de OsO4 (0,275 g, 0,00108 moles) en terc-butanol a temperatura ambiente. Después de
completarse la reaccion (~ 3 h), la mezcla se inactivé con la adicion de Na,SO3 solido y la mezcla resultante se agitd
durante 1,5 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluyé con DCM (300 ml) y se lavé con agua (2 x
100 ml), seguido de disolucién saturada de NaHCOs3 (1 x 50 ml), agua (1 x 30 ml) y finalmente con salmuera (1 x 50
ml). La fase organica se secd sobre Nap;SO. anhidro y el disolvente se eliminé a vacio. La purificacion
cromatografica en columna de gel de silice del material en bruto dio una mezcla de diaesteredmeros, que se
separaron por HPLC prep. Rendimiento: - 6 g brutos

517A - Pico-1 (sélido blanco), 5,13 g (96 %). RMN H (DMSO, 400 MHz): 8= 7,39-7,31 (m, 5H), 5,04 (s, 2H), 4,78-
4,73 (m, 1H), 4,48-4,47 (d, 2H), 3,94-3,93 (m, 2H), 2,71 (s, 3H), 1,72- 1,67 (m, 4H). LC-MS - [M+H]-266,3, [M+NH4+]
-283,5 presente, HPLC-97,86 %. Estereoquimica confirmada por rayos X.

Sintesis de 518

Usando un procedimiento analogo al descrito para la sintesis del compuesto 505, el compuesto 518 (1,2 g, 41 %) se
obtuvo como un aceite incoloro. RMN "H (CDCI3, 400 MHz): &= 7,35-7,33 (m, 4H), 7,30-7,27 (m, 1H), 5,37-5,27 (m,
8H), 5,12 (s, 2H), 4,75 (m,1H), 4,58-4,57 (m,2H), 2,78-2,74 (m,7H), 2,06-2,00 (m,8H), 1,96-1,91 (m, 2H), 1,62 (m,
4H), 1,48 (m, 2H), 1,37-1,25 (a m, 36H), 0,87 (m, 6H). HPLC-98,65 %.

Procedimiento general para la sintesis del compuesto 519

Se afiadio una disolucién del compuesto 518 (1 eq) en hexano (15 ml) en un modo gota a gota a una disolucion fria
en hielo de LAH en THF (1 M, 2 eq). Después de completarse adicion, la mezcla se calenté a 40 °C durante 0,5 h, a
continuacién se enfrié de nuevo en un bafio de hielo. La mezcla se hidrolizé cuidadosamente con Na;SO4 acuoso
saturado, luego se filtré a través de Celite y se redujo a un aceite. La cromatografia en columna proporcioné 519
puro (1,3 g, 68 %), que se obtuvo como un aceite incoloro. RMN Bcs = 130,2, 130,1 (x2), 127,9 (x3), 112,3, 79,3,
64,4, 44,7, 38,3, 35,4, 31,5, 29,9 (x2), 29,7, 29,6 (x2), 29,5 (x3), 29,3 (x2), 27,2 (x3), 25,6, 24,5, 23,3, 226, 14,1; EM
por electropulverizacion (+va): Peso molecular para C44H80NO2 (M + H)+ Calc. 654,6, Hallado 654,6.

Las formulaciones preparadas por tanto el método convencional como libre de extrusiéon pueden caracterizarse de
maneras similares. Por ejemplo, las formulaciones normalmente se caracterizan por inspeccion visual. Deben ser
disoluciones translucidas blanquecinas libres de agregados o sedimento. El tamafio de particula y la distribucion del
tamafio de particula de las nanoparticulas de lipido pueden medirse por dispersion de la luz usando, por ejemplo, un
Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern, EE.UU.). Las particulas deben tener aproximadamente 20-300 nm, tal como
40-100 nm de tamanio. La distribucién del tamafio de particula debe ser unimodal. La concentracién de ARNbc total
en la formulacion, ademas de la fraccion atrapada, se estima usando un ensayo de exclusion de colorante. Una
muestra de ARNbc formulado puede incubarse con un colorante de unién a ARN, tal como Ribogreen (Molecular
Probes) en presencia o ausencia de un tensioactivo de rotura de la formulacién, por ejemplo, 0,5 % de Triton-X100.
El ARNDbc total en la formulacién puede determinarse por la sefial de la muestra que contiene el tensioactivo, con
respecto a una curva patron. La fraccion atrapada se determina restando el contenido de ARNbc "libre" (como se
mide por la sefal en ausencia de tensioactivo) del contenido de ARNbc total. El porcentaje de ARNbc atrapado es
normalmente >85 %. Para la formulacion de LNP, el tamafio de particula es al menos 30 nm, al menos 40 nm, al
menos 50 nm, al menos 60 nm, al menos 70 nm, al menos 80 nm, al menos 90 nm, al menos 100 nm, al menos 110
nm y al menos 120 nm. El intervalo adecuado normalmente es aproximadamente al menos 50 nm a
aproximadamente al menos 110 nm, aproximadamente al menos 60 nm a aproximadamente al menos 100 nm, o
aproximadamente al menos 80 nm a aproximadamente al menos 90 nm.

Las composiciones y formulaciones para administracion por via oral incluyen polvos o granulos, microparticulas,
nanoparticulas, suspensiones o disoluciones en agua o medios no acuosos, capsulas, capsulas de gel, sobres,
comprimidos o minicomprimidos. Pueden ser deseables espesantes, aromatizantes, diluyentes, emulsionantes,
adyuvantes de dispersion o aglutinantes. En algunas realizaciones, las formulaciones orales son aquellas en las que
los ARNbc caracterizados en la invencion se administran conjuntamente con uno o mas tensioactivos potenciadores
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de la penetracion y quelantes. Tensioactivos adecuados incluyen acidos grasos y/o ésteres o sales de los mismos,
4cidos biliares y/o sales de los mismos. Acidos biliares/sales adecuados incluyen &acido quenodesoxicélico (CDCA) y
acido ursodesoxiquenodesoxicolico (UDCA), acido cdlico, acido dehidrocdlico, acido desoxicdlico, acido glucdlico,
acido glicdlico, acido glicodesoxicdlico, acido taurocélico, acido taurodesoxicdlico, tauro-24,25-dihidro-fusidato de
sodio y glicodihidrofusidato de sodio. Acidos grasos adecuados incluyen &cido araquidénico, acido undecanoico,
acido oleico, acido laurico, acido caprilico, acido caprico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido
linoleico, acido linolénico, dicaprato, tricaprato, monooleina, dilaurina, 1-monocaprato de glicerilo, 1-
dodecilazacicloheptan-2-ona, una acilcarnitina, una acilcolina, o un monoglicérido, un diglicérido o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos (por ejemplo, sodio). En algunas realizaciones, se usan combinaciones
de potenciadores de la penetracion, por ejemplo, acidos grasos/sales en combinacion con acidos biliares/sales. Una
combinacién a modo de ejemplo es la sal de sodio del acido laurico, acido caprico y UDCA. Potenciadores de la
penetracion adicionales incluyen polioxietilen-9-lauril éter, polioxietilen-20-cetil éter. Los ARNbc caracterizados en la
invencion pueden administrarse por via oral, en forma granulada que incluye particulas secadas por pulverizacion, o
complejados para formar micro o nanoparticulas. Los agentes de complejacion de ARNbc incluyen poli-aminoacidos;
poliiminas; poliacrilatos; polialquilacrilatos, polioxetanos, polialquilcianoacrilatos; gelatinas cationizadas, albuminas,
almidones, acrilatos, polietilenglicoles (PEG) y almidones; polialquilcianoacrilatos; poliiminas derivatizadas con
DEAE, polulanos, celulosas y almidones. Agentes complejantes adecuados incluyen quitosano, N-trimetilquitosano,
poli-L-lisina, polihistidina, poliornitina, poliesperminas, protamina, polivinilpiridina, politiodietilaminometiletileno
P(TDAE), poliaminoestireno  (por  ejemplo, p-amino), poli(metilcianoacrilato),  poli(etilcianoacrilato),
poli(butilcianoacrilato), poli(isobutilcianoacrilato), poli(isohexilcianoacrilato), DEAE-metacrilato, DEAE-hexilacrilato,
DEAE-acrilamida, DEAE-albumina y DEAE-dextrano, polimetilacrilato, polihexilacrilato, poli(acido D,L-lactico),
poli(acido DL-lactico-co-glicdlico (PLGA), alginato, y polietilenglicol (PEG). Formulaciones orales para ARNbc y su
preparacion se describen en detalle en la patente de EE.UU. 6,887,906, la publicacion de EE.UU. N.° 20030027780
y la patente de EE.UU. N.° 6.747.014, cada una de las cuales se incorpora en el presente documento por referencia.

Composiciones y formulaciones para administracion parenteral, intraparenquimatosa (en el cerebro), intratecal,
intraventricular o intrahepatica pueden incluir disoluciones acuosas estériles que también pueden contener
tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados tales como, pero no se limitan a, potenciadores de la penetracion,
compuestos de vehiculo y otros vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones farmacéuticas incluyen, pero no se limitan a, disoluciones, emulsiones y formulaciones que
contienen liposomas. Estas composiciones pueden generarse a partir de una variedad de componentes que
incluyen, pero no se limitan a, liquidos previamente formados, soélidos auto-emulsionantes y semisdlidos auto-
emulsionantes. Particularmente se prefieren formulaciones que se dirigen al higado cuando se tratan trastornos
hepaticos tales como carcinoma hepatico.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién, que pueden presentarse convenientemente en forma de
dosificacion unitaria, pueden prepararse segun técnicas convencionales muy conocidas en la industria farmacéutica.
Tales técnicas incluyen la etapa de poner en asociacion los principios activos con el (los) vehiculo(s) farmacéutico(s)
o excipiente(s). En general, las formulaciones se preparan poniendo uniforme e intimamente en asociacion los
principios activos con vehiculos liquidos o vehiculos sodlidos finamente divididos, o ambos, y entonces, si fuera
necesario, moldeando el producto.

Las composiciones pueden formularse en cualquiera de las muchas posibles formas de dosificacion tales como, pero
no se limitan a, comprimidos, capsulas, capsulas de gel, jarabes liquidos, geles blandos, supositorios y enemas. Las
composiciones de la presente invenciéon también pueden formularse como suspensiones en medios acuosos, no
acuosos 0 mixtos. Las suspensiones acuosas pueden contener adicionalmente sustancias que aumentan la
viscosidad de la suspension que incluyen, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol y/o dextrano. La
suspension también puede contener estabilizadores.

C. Formulaciones adicionales
Emulsiones

Las composiciones de la presente invenciéon pueden prepararse y formularse como emulsiones. Las emulsiones
normalmente son sistemas heterogéneos de un liquido dispersado en otro en forma de gotitas que normalmente
superan 0,1 ym de diametro (véase, por ejemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms Delivery Systems, Allen,
LV., Popovich NG., y Ansel HC., 2004, Lippincott Wiliams & Wilkins (8% ed.), New York, NY; Idson, en
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y.,
volumen 1, p. 199; Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., New York, N.Y., Volumen 1, p. 245; Block en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volumen 2, p. 335; Higuchi et al., en Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1985, p. 301). Las emulsiones son frecuentemente
sistemas bifasicos que comprenden dos fases liquidas inmiscibles intimamente mezcladas y dispersadas entre si.
En general, las emulsiones pueden ser de tanto la variedad de agua en aceite (w/o) como de aceite en agua (o/w).
Cuando una fase acuosa se divide finamente en y se dispersa como gotitas infimas en una fase aceitosa a granel, la
composicion resultante se llama una emulsion de agua en aceite (w/o). Alternativamente, cuando una fase aceitosa
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esta finamente dividida en y dispersada como gotitas infimas en una fase acuosa a granel, la composicion resultante
se llama una emulsién de aceite en agua (o/w). Las emulsiones pueden contener componentes adicionales, ademas
de las fases dispersadas, y el farmaco activo que puede estar presente como una disolucion en tanto la fase acuosa,
fase aceitosa como en si misma como una fase separada. Excipientes farmacéuticos tales como emulsionantes,
estabilizadores, colorantes y antioxidantes también pueden estar presentes en emulsiones segun se necesite. Las
emulsiones farmacéuticas también pueden ser emulsiones multiples que comprenden mas de dos fases tales como,
por ejemplo, en el caso de emulsiones de aceite en agua en aceite (o/w/0) y agua en aceite en agua (w/o/w). Tales
formulaciones complejas frecuentemente proporcionan ciertas ventajas que no tienen las emulsiones binarias
simples. Multiples emulsiones en las que gotitas de aceite individuales de una emulsiéon o/w encierran pequefas
gotitas de agua constituyen una emulsion w/o/w. Asimismo, un sistema de gotitas de aceite encerradas en glébulos
de agua estabilizados en una fase continua aceitosa proporciona una emulsion o/w/o.

Las emulsiones se caracterizan por poca o ninguna estabilidad termodinamica. Frecuentemente, la fase dispersada
o discontinua de la emulsién esta bien dispersada en la fase externa o continua y se mantiene en esta forma
mediante emulsionantes o la viscosidad de la formulaciéon. Cualquiera de las fases de la emulsion puede ser un
semisolido o un solido, como es el caso de bases de pomada y cremas del estilo emulsion. Otros medios de
estabilizar emulsiones conllevan el uso de emulsionantes que pueden incorporarse en cualquier fase de la emulsién.
Los emulsionantes pueden clasificarse ampliamente en cuatro categorias: tensioactivos sintéticos, emulsionantes
que se producen naturalmente, bases de absorcion y sélidos finamente dispersados (véase, por ejemplo, Ansel's
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., y Ansel HC., 2004, Lippincott
Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volumen 1, p. 199).

Los tensioactivos sintéticos, también conocidos como agentes tensioactivos, han encontrado una amplia
aplicabilidad en la formulacién de emulsiones y se han revisado en la bibliografia (véase, por ejemplo, Ansel's
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., y Ansel HC., 2004, Lippincott
Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rieger, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volumen 1, p. 285; Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, volumen 1, p. 199). Los tensioactivos
normalmente son anfifilicos y comprenden una porcion hidréfila y una hidréfoba. La relacion de la naturaleza hidrofila
con respecto a la hidréfoba del tensioactivo se ha llamado el equilibrio hidrofilo/lipédfilo (HLB) y es una valiosa
herramienta en clasificar y seleccionar tensioactivos en la preparacion de formulaciones. Los tensioactivos pueden
clasificarse en diferentes clases basandose en la naturaleza del grupo hidrofilo: no idnico, anidnico, cationico y
anfétero (véase, por ejemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV.,
Popovich NG., y Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY Rieger, en Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volumen 1, p. 285).

Los emulsionantes que se producen naturalmente usados en las formulaciones en emulsion incluyen lanolina, cera
de abeja, fosfatidas, lecitina y goma arabiga. Las bases de absorcién poseen propiedades hidréfilas de forma que
puedan absorber agua para formar emulsiones w/o que todavia retienen sus consistencias semisélidos, tales como
lanolina anhidra y vaselina hidréfila. También se han usado sélidos finamente divididos como buenos emulsionantes,
especialmente en combinacién con tensioactivos y en preparaciones viscosas. Estos incluyen sélidos inorganicos
polares, tales como hidroxidos de metales pesados, arcillas no hinchables tales como bentonita, atapulgita, hectorita,
caolin, montmorillonita, silicato de aluminio coloidal y silicato de magnesio y aluminio coloidal, pigmentos y sélidos no
polares tales como carbono o triestearato de glicerilo.

También estan incluidos en las formulaciones en emulsiéon una gran variedad de materiales no emulsionantes y
contribuyen a las propiedades de las emulsiones. Estos incluyen grasas, aceites, ceras, acidos grasos, alcoholes
grasos, ésteres grasos, humectantes, coloides hidréfilos, conservantes y antioxidantes (Block, en Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volumen 1, p. 335;
Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York,
N.Y., volumen 1, p. 199).

Los coloides hidréfilos o hidrocoloides incluyen gomas que se producen naturalmente y polimeros sintéticos tales
como polisacaridos (por ejemplo, goma arabiga, agar, acido alginico, carragenina, goma guar, goma karaya y
tragacanto), derivados de celulosa (por ejemplo, carboximetilcelulosa y carboxipropilcelulosa) y polimeros sintéticos
(por ejemplo, carbémeros, éteres de celulosa y polimeros de carboxivinilo). Estos se dispersan o hinchan en agua
para formar disoluciones coloidales que estabilizan las emulsiones formando fuertes peliculas interfaciales alrededor
de las gotitas de fase dispersada y aumentando la viscosidad de la fase externa.

Como las emulsiones contienen frecuentemente varios componentes tales como hidratos de carbono, proteinas,
esteroles y fosfatidas que pueden soportar facilmente el crecimiento de microbios, estas formulaciones
frecuentemente incorporan conservantes. Conservantes cominmente usados incluidos en las formulaciones en
emulsion incluyen metilparabeno, propilparabeno, sales de amonio cuaternario, cloruro de benzalconio, ésteres de
acido p-hidroxibenzoico y acido bdérico. También se afiaden comunmente antioxidantes a las formulaciones en
emulsion para prevenir el deterioro de la formulacién. Los antioxidantes usados pueden ser secuestrantes de
radicales libres tales como tocoferoles, galatos de alquilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado o agentes
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reductores tales como acido ascoérbico y metabisulfito de sodio, y sinergistas de antioxidantes tales como acido
citrico, acido tartarico y lecitina.

Se ha revisado la aplicacion de formulaciones en emulsion mediante las vias dermatoldgica, oral y parenteral y los
métodos para su fabricacion en la bibliografia (véanse, por ejemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug
Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., y Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York,
NY; Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New
York, N.Y., volumen 1, p. 199). Las formulaciones en emulsién para administracion oral se han usado muy
ampliamente debido a la facilidad de formulaciéon, ademas de la eficacia desde un punto de vista de la absorcién y
biodisponibilidad (véanse, por ejemplo, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen,
LV., Popovich NG., y Ansel HC., 2004, Lippincott Wiliams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rosoff, en
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y.,
volumen 1, p. 245; Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., New York, N.Y., volumen 1, p. 199). Los laxantes de base de aceite mineral, vitaminas liposolubles y
preparaciones nutritivas ricas en grasas estan entre los materiales que se han administrado comunmente por via oral
como emulsiones o/w.

il. Microemulsiones

En una implementacion de la presente invencion, las composiciones de los ARNi y acidos nucleicos se formulan
como microemulsiones. Una microemulsion puede definirse como un sistema de agua, aceite y anfifilo que es una
disolucion liquida opticamente isotrépica y termodinamicamente estable Unica (véase, por ejemplo, Ansel's
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., y Ansel HC., 2004, Lippincott
Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volumen 1, p. 245). Normalmente, las microemulsiones son
sistemas que se preparan dispersando primero un aceite en una disolucion de tensioactivo acuoso y a continuacion
afiadiendo una cantidad suficiente de un cuarto componente, generalmente un alcohol de longitud de cadena
intermedia para formar un sistema transparente. Por tanto, también se han descrito microemulsiones como
dispersiones isotropicamente claras termodinamicamente estables, de dos liquidos inmiscibles que se estabilizan por
peliculas interfaciales de moléculas tensioactivas (Leung y Shah, en: Controlled Release of Drugs: Polymers and
Aggregate Systems, Rosoff, M., Ed., 1989, VCH Publishers, New York, paginas 185-215). Las microemulsiones se
preparan comunmente mediante una combinacion de tres a cinco componentes que incluyen aceite, agua,
tensioactivo, co-tensioactivo y electrolito. Si la microemulsion es del tipo agua en aceite (w/0) o aceite en agua (o/w)
depende de las propiedades del aceite y tensioactivo usados y de la estructura y el empaquetamiento geométrico de
las cabezas polares y colas de hidrocarburo de las moléculas de tensioactivo (Schott, en Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1985, p. 271).

El enfoque fenomenoldgico que utiliza diagramas de fases se ha estudiado ampliamente y ha dado un amplio
conocimiento, para un experto en la materia, de como formular microemulsiones (véase, por ejemplo, Ansel's
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., y Ansel HC., 2004, Lippincott
Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volumen 1, p. 245; Block, en Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volumen 1, p. 335). En comparacion
con emulsiones convencionales, las microemulsiones ofrecen la ventaja de solubilizar farmacos insolubles en agua
en una formulacion de gotitas termodinamicamente estables que se forman espontaneamente.

Los tensioactivos usados en la preparacion de microemulsiones incluyen, pero no se limitan a, tensioactivos iénicos,
tensioactivos no ionicos, Brij 96, polioxietilen oleil éteres, ésteres de acidos grasos de poliglicerol, monolaurato de
tetraglicerol (ML310), monooleato de tetraglicerol (MO310), monooleato de hexaglicerol (PO310), pentaoleato de
hexaglicerol (PO500), monocaprato de decaglicerol (MCA750), monooleato de decaglicerol (MO750), sesquioleato
de decaglicerol (SO750), decaoleato de decaglicerol (DAO750), solos o0 en combinacién con co-tensioactivos. El co-
tensioactivo, normalmente un alcohol de cadena corta, tal como etanol, 1-propanol y 1-butanol, sirve para aumentar
la fluidez interfacial penetrando en la pelicula del tensioactivo y, por consiguiente, creando una pelicula desordenada
debido al espacio vacio generado entre moléculas de tensioactivo. Sin embargo, las microemulsiones pueden
prepararse sin el uso de co-tensioactivos y se conocen en la técnica sistemas de microemulsiones auto-
emulsionantes libres de alcohol. La fase acuosa puede normalmente ser, pero no se limita a, agua, una disoluciéon
acuosa del farmaco, glicerol, PEG300, PEG400, poligliceroles, propilenglicoles y derivados de etilenglicol. La fase
aceitosa puede incluir, pero no se limita a, materiales tales como Captex 300, Captex 355, Capmul MCM, ésteres de
acidos grasos, mono, di, y tri-glicéridos de cadena media (C8-C12), ésteres de acidos grasos de glicerilo
polioxietilados, alcoholes grasos, glicéridos poliglicolizados, glicéridos C8-C10 poliglicolizados saturados, aceites
vegetales y aceite de silicona.

Las microemulsiones son particularmente de interés desde el punto de vista de la solubilizacién del farmaco y la
potenciada absorcion de farmacos. Se han propuesto microemulsiones basadas en lipidos (tanto o/w como w/o) para
potenciar la biodisponibilidad oral de farmacos, que incluyen péptidos (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU.
N.° 6.191.105; 7.063.860; 7.070.802; 7.157.099; Constantinides et al., Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385-
1390; Ritschel, Meth. Find. Exp. Clin. Pharmacol., 1993, 13, 205). Las microemulsiones proporcionan ventajas de
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solubilizacién del farmaco mejorada, proteccion del farmaco de la hidrélisis enzimatica, posible potenciamiento de la
absorcion del farmaco debido a alteraciones inducidas por el tensioactivo en la fluidez y permeabilidad de la
membrana, facilidad de preparacion, facilidad de administracién por via oral con respecto a formas de dosificacion
solidas, potencia clinica mejorada y toxicidad reducida (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N.° 6.191.105;
7.063.860; 7.070.802; 7.157.099; Constantinides et al., Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385; Ho et al., J.
Pharm. Sci., 1996, 85, 138-143). Frecuentemente, las microemulsiones pueden formarse espontaneamente cuando
sus componentes se ponen juntos a temperatura ambiente. Esto puede ser particularmente ventajoso cuando se
formulan farmacos termolabiles, péptidos o ARNi. Las microemulsiones también han sido eficaces en la
administraciéon transdérmica de componentes activos en tanto aplicaciones cosméticas como farmacéuticas. Se
espera que las composiciones en microemulsién y las formulaciones de la presente invencion faciliten la elevada
absorcion sistémica de los ARNi y acidos nucleicos del tubo gastrointestinal, ademas de mejorar la captacion celular
local de los ARNi y acidos nucleicos.

Las microemulsiones de la presente invencion también pueden contener componentes y aditivos adicionales tales
como monoestearato de sorbitano (Grill 3), Labrasol y potenciadores de la penetracion para mejorar las propiedades
de la formulaciéon y para potenciar la absorcion de los ARNi y acidos nucleicos de la presente invencion. Los
potenciadores de la penetracién usados en las microemulsiones de la presente invencién pueden clasificarse como
que pertenecen a una de las cinco amplias categorias--tensioactivos, acidos grasos, sales biliares, agentes
quelantes y no tensioactivos no quelantes (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, p.
92). Cada uno de estas clases se ha tratado anteriormente.

iii. Microparticulas

Un agente de iARN de la invencion puede incorporarse en una particula, por ejemplo, una microparticula. Las
microparticulas pueden producirse por secado por pulverizacién, pero también pueden producirse por otros métodos
que incluyen liofilizacién, evaporacion, secado en lecho fluidizado, secado a vacio, o una combinacion de estas
técnicas.

iv. Potenciadores de la penetracion

En una implementacién, se emplean diversos potenciadores de la penetracion para efectuar la eficaz administracion
de acidos nucleicos, particularmente ARNi, a la piel de animales. La mayoria de los farmacos estan presentes en
disolucion en tanto formas ionizadas como no ionizadas. Sin embargo, normalmente solo los farmacos liposolubles o
lipdfilos cruzan facilmente las membranas celulares. Se ha descubierto que incluso los farmacos no lipofilos pueden
cruzar membranas celulares si la membrana que va a cruzarse se trata con un potenciador de la penetracion.
Ademas de ayudar en la difusion de farmacos no lipdfilos a través de las membranas celulares, los potenciadores de
la penetracion también potencian la permeabilidad de farmacos lipofilos.

Los potenciadores de la penetracion pueden clasificarse como pertenecientes a una de las cinco amplias categorias,
es decir, tensioactivos, acidos grasos, sales biliares, agentes quelantes y no tensioactivos no quelantes (véase, por
ejemplo, Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa Health Care, New York, NY, 2002; Lee et
al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, p.92). Cada uno de las clases anteriormente
mencionadas de potenciadores de la penetracion se describe a continuaciéon en mayor detalle.

Los tensioactivos (0 "agentes tensioactivos") son entidades quimicas que, cuando se disuelven en una disolucion
acuosa, reducen la tensién superficial de la disolucion o la tension interfacial entre la disolucién acuosa y otro liquido,
con el resultado de que se potencia la absorcion de los ARNi mediante la mucosa. Ademas de sales biliares y acidos
grasos, estos potenciadores de la penetracion incluyen, por ejemplo, laurilsulfato de sodio, polioxietilen-9-lauril éter y
polioxietilen-20-cetil éter) (véase, por ejemplo, Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa
Health Care, New York, NY, 2002; Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, p.92); y
emulsiones perfluoroquimicas, tales como FC-43. Takahashi et al., J. Pharm. Pharmacol., 1988, 40, 252).

Diversos acidos grasos y sus derivados que actuan de potenciadores de la penetracion incluyen, por ejemplo, acido
oleico, acido laurico, acido caprico (acido n-decanoico), acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido
linoleico, acido linolénico, dicaprato, tricaprato, monooleina (1-monooleoil-rac-glicerol), dilaurina, acido caprilico,
acido araquiddnico, 1-monocaprato de glicerol, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona, acilcarnitinas, acilcolinas, ésteres de
alquilo C1.20 de los mismos (por ejemplo, metilo, isopropilo y t-butilo) y mono- y di-glicéridos de los mismos (es decir,
oleato, laurato, caprato, miristato, palmitato, estearato, linoleato, etc.) (véase, por ejemplo, Touitou, E., et al.
Enhancement in Drug Delivery, CRC Press, Danvers, MA, 2006; Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug
Carrier Systems, 1991, p.92; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; El
Hariri et al., J. Pharm. Pharmacol., 1992, 44, 651-654).

La funcion fisiologica de la bilis incluye facilitar la dispersion y absorcion de lipidos y vitaminas liposolubles (véase,
por ejemplo, Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa Health Care, New York, NY, 2002;
Brunton, Capitulo 38 en: Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 9th Ed., Hardman et al.
Eds., McGraw-Hill, New York, 1996, pp. 934-935). Diversas sales biliares naturales, y sus derivados sintéticos,
actuan de potenciadores de la penetracion. Asi el término "sales biliares" incluye cualquiera de los componentes que
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se producen naturalmente de la bilis, ademas de cualquiera de sus derivados sintéticos. Sales biliares adecuadas
incluyen, por ejemplo, acido colico (o su sal farmacéuticamente aceptable de sodio, colato de sodio), acido
dehidrocolico (dehidrocolato de sodio), acido desoxicolico (desoxicolato de sodio), acido glucdlico (glucolato de
sodio), acido glicolico (glicocolato de sodio), acido glicodesoxicolico (glicodesoxicolato de sodio), acido taurocélico
(taurocolato de sodio), acido taurodesoxicdlico (taurodesoxicolato de sodio), acido quenodesoxicolico
(quenodesoxicolato de sodio), acido ursodesoxicélico (UDCA), tauro-24,25-dihidro-fusidato de sodio (STDHF),
glicodihidrofusidato de sodio y polioxietilen-9-lauril éter (POE) (véanse, por ejemplo, Malmsten, M. Surfactants and
polymers in drug delivery, Informa Health Care, New York, NY, 2002; Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug
Carrier Systems, 1991, page 92; Swinyard, Capitulo 39 en: Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed.,
Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1990, paginas 782-783; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic
Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; Yamamoto et al., J. Pharm. Exp. Ther., 1992, 263, 25; Yamashita et al., J.
Pharm. Sci., 1990, 79, 579-583).

Los agentes quelantes, como se usa a propdsito de la presente invencion, pueden definirse como compuestos que
eliminan iones metalicos de la disolucion formando complejos con los mismos, con el resultado de que se potencia la
absorcion de los ARNi a través de la mucosa. Con respecto a su uso como potenciadores de la penetracion en la
presente invencion, los agentes quelantes tienen la ventaja afiadida de que también sirven de inhibidores de DNasa,
ya que las ADN nucleasas mas caracterizadas requieren un ié6n metalico divalente para la catalisis y asi son
inhibidos por agentes quelantes (Jarrett, J. Chromatogr., 1993, 618, 315-339). Agentes quelantes adecuados
incluyen, pero no se limitan a, etilendiaminatetraacetato de disodio (EDTA), acido citrico, salicilatos (por ejemplo,
salicilato de sodio, 5-metoxisalicilato y homovanilato), derivados de N-acilo de colageno, lauril éter-9 y derivados de
N-aminoacilo de beta-dicetonas (enaminas)(véanse, por ejemplo, Katdare, A. et al., Excipient development for
pharmaceutical, biotechnology, and drug delivery, CRC Press, Danvers, MA, 2006; Lee et al., Critical Reviews in
Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems,
1990, 7, 1-33; Buur et al., J. Control Rel., 1990, 14, 43-51).

Como se usa en el presente documento, los compuestos potenciadores de la penetracion no tensioactivos no
quelantes pueden definirse como compuestos que demuestran actividad insignificativa como agentes quelantes o
como tensioactivos, pero que sin embargo potencian la absorcion de los ARNi a través de la mucosa alimentaria
(véase, por ejemplo, Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33). Esta clase de
potenciadores de la penetracion incluye, por ejemplo, ureas ciclicas insaturadas, derivados de 1-alquil- y 1-
alquenilazaciclo-alcanonas (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pagina 92); y
agentes antiinflamatorios no esteroideos tales como diclofenaco sédico, indometacina y fenilbutazona (Yamashita et
al., J. Pharm. Pharmacol., 1987, 39, 621-626).

También pueden afiadirse agentes que potencian la captacion de los ARNi al nivel celular a las composiciones
farmacéuticas y otras composiciones de la presente invencién. Por ejemplo, también se conocen lipidos cati6nicos,
tales como Lipofectin (Junichi et al., patente de EE.UU. N.° 5.705.188), derivados de glicerol catiénicos y moléculas
policatidnicas, tales como polilisina (Lollo et al., solicitud PCT WO 97/30731), para potenciar la captacion celular de
ARNDbc. Ejemplos de reactivos de transfeccion comercialmente disponibles incluyen, por ejemplo, Lipofectamine™
(Invitrogen; Carlsbad, CA), Lipofectamine 2000™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), 293fectin™ (Invitrogen; Carlsbad, CA),
Cellfectin™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), DMRIE-C™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), FreeStyle™ MAX (Invitrogen;
Carlsbad, CA), Lipofectamine™ 2000 CD (Invitrogen; Carlsbad, CA), Lipofectamine™ (Invitrogen; Carlsbad, CA),
RNAIMAX (Invitrogen; Carlsbad, CA), Oligofectamine™ (Invitrogen; Carlsbad, CA), Optifect™ (Invitrogen; Carlsbad,
CA), reactivo de transfeccion X-tremeGENE Q2 (Roche; Grenzacherstrasse, Suiza), reactivo de transfeccion
liposémica DOTAP (Grenzacherstrasse, Suiza), reactivo de transfeccion liposémica DOSPER (Grenzacherstrasse,
Suiza) o Fugene (Grenzacherstrasse, Suiza), reactivo Transfectam® (Promega; Madison, WI), reactivo de
transfeccion TransFast™ (Promega; Madison, WI), reactivo Tfx™-20 (Promega; Madison, WI), reactivo Tfx™-50
(Promega; Madison, WI), DreamFect™ (OZ Biosciences; Marsella, Francia), EcoTransfect (OZ Biosciences;
Marsella, Francia), reactivo de transfeccion TransPass® D1 (New England Biolabs; Ipswich, MA, EE.UU.),
LyoVec™/LipoGen™ (Invitrogen; San Diego, CA, USA), reactivo de transfeccion PerFectin (Genlantis; San Diego,
CA, EE.UU.), reactivo de transfeccion NeuroPORTER (Genlantis; San Diego, CA, EE.UU.), reactivo de transfeccion
GenePORTER (Genlantis; San Diego, CA, EE.UU.), reactivo de transfeccion GenePORTER 2 (Genlantis; San
Diego, CA, USA), reactivo de transfeccion Cytofectin (Genlantis; San Diego, CA, EE.UU.), reactivo de transfeccion
BaculoPORTER (Genlantis; San Diego, CA, EE.UU.), reactivo de transfecciéon TroganPORTER™ (Genlantis; San
Diego, CA, EE.UU.), RiboFect (Bioline; Taunton, MA, EE.UU.), PlasFect (Bioline; Taunton, MA, EE.UU.),
UniFECTOR (B-Bridge International; Mountain View, CA, EE.UU.), SureFECTOR (B-Bridge International; Mountain
View, CA, EE.UU.) o HiFect™ (B-Bridge International, Mountain View, CA, EE.UU.), entre otros.

Pueden utilizarse otros agentes para potenciar la penetracion de los acidos nucleicos administrados, que incluyen
glicoles tales como etilenglicol y propilenglicol, pirroles tales como 2-pirrol, azonas y terpenos tales como limoneno y
mentona.

v. Vehiculos

Ciertas composiciones de la presente invencion también incorporan compuestos de vehiculo en la formulacion.
Como se usa en el presente documento, "compuesto de vehiculo" o "vehiculo" puede referirse a un acido nucleico, o
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analogo del mismo, que es inerte (es decir, no posee actividad biolégica por si mismo), pero es reconocido como un
acido nucleico por procesos in vivo que reducen la biodisponibilidad de un acido nucleico que tiene actividad
bioldgica, por ejemplo, degradando el acido nucleico biolégicamente activo o promoviendo su eliminaciéon de la
circulacion. La coadministracion de un acido nucleico y un compuesto de vehiculo, normalmente con un exceso de la
ultima sustancia, puede producir una reduccién sustancial de la cantidad de acido nucleico recuperada en el higado,
rindn u otros depdsitos extracirculatorios, supuestamente debido a la competicion entre el compuesto de vehiculo y
el acido nucleico para un receptor comun. Por ejemplo, la recuperacion de un ARNbc parcialmente de fosforotioato
en tejido hepatico puede reducirse cuando se co-administra con acido poliinosinico, sulfato de dextrano, acido
policitidico o diacido 4-acetamido-4'isotiociano-estilbeno-2,2'-sulfénico (Miyao et al., DsRNA Res. Dev., 1995, 5, 115-
121; Takakura et al., DsRNA & Nucl. Acid Drug Dev., 1996, 6, 177-183.

vi. Excipientes

A diferencia de un compuesto de vehiculo, un "vehiculo farmacéutico" o "excipiente" es un disolvente
farmacéuticamente aceptable, agente de suspensién o cualquier otro vehiculo farmacolégicamente inerte para
administrar uno o mas acidos nucleicos a un animal. El excipiente puede ser liquido o sdlido y se selecciona,
teniendo en cuenta el modo planeado de administracion, de manera que se proporcione el volumen deseado,
consistencia, etc., cuando se combine con un acido nucleico y los otros componentes de una composicion
farmacéutica dada. Vehiculos farmacéuticos tipicos incluyen, pero no se limitan a, agentes de unién (por ejemplo,
almidon de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropilmetilcelulosa, etc.); cargas (por ejemplo, lactosa y
otros azucares, celulosa microcristalina, pectina, gelatina, sulfato de calcio, etilcelulosa, poliacrilatos o
hidrogenofosfato de calcio, etc.); lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco, silice, didéxido de silicio
coloidal, acido estearico, estearatos metalicos, aceites vegetales hidrogenados, almidon de maiz, polietilenglicoles,
benzoato de sodio, acetato sédico, etc.); disgregantes (por ejemplo, almiddn, glicolato sddico de almidén, etc.); y
agentes humectantes (por ejemplo, laurilsulfato de sodio, etc.).

También pueden usarse excipientes organicos o inorganicos farmacéuticamente aceptables adecuados para
administracion no parenteral que no reaccionan perjudicialmente con los acidos nucleicos para formular las
composiciones de la presente invencion. Vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se
limitan a, agua, disoluciones salinas, alcoholes, polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio,
talco, acido silicico, parafina viscosa, hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona y similares.

Las formulaciones para administracion topica de acidos nucleicos pueden incluir disoluciones acuosas estériles y no
estériles, disoluciones no acuosas en disolventes comunes tales como alcoholes, o disoluciones de los acidos
nucleicos en bases de aceite liquidas o sdlidas. Las disoluciones también pueden contener tampones, diluyentes y
otros aditivos adecuados. Pueden usarse excipientes organicos o inorganicos farmacéuticamente aceptables
adecuados para administracion no parenteral que no reaccionan perjudicialmente con acidos nucleicos.

Excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua, disoluciones salinas,
alcohol, polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, acido silicico, parafina viscosa,
hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona y similares.

vii. Otros componentes

Las composiciones de la presente invencion pueden contener adicionalmente otros componentes auxiliares
convencionalmente encontrados en composiciones farmacéuticas, a sus niveles de uso establecidos en la materia.
Asi, por ejemplo, las composiciones pueden contener materiales farmacéuticamente activos compatibles adicionales
tales como, por ejemplo, antipruriticos, astringentes, anestésicos locales o agentes antiinflamatorios, o pueden
contener materiales adicionales Utiles en la formulacién fisica de diversas formas de dosificacion de las
composiciones de la presente invencion, tales como colorantes, aromatizantes, conservantes, antioxidantes,
opacificantes, espesantes y estabilizadores. Sin embargo, tales materiales, cuando se afiaden, no deben interferir
excesivamente con las actividades bioldgicas de los componentes de las composiciones de la presente invencion.
Las formulaciones pueden esterilizarse y, si se desea, mezclarse con agentes auxiliares, por ejemplo, lubricantes,
conservantes, estabilizadores, agentes humectantes, emulsionantes, sales para influir en la presion osmdtica,
tampones, colorantes, aromatizantes y/o sustancias aromaticas y similares que no interaccionan perjudicialmente
con el (los) acido(s) nucleico(s) de la formulacion.

Las suspensiones acuosas pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension que incluyen,
por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol y/o dextrano. La suspension también puede contener
estabilizadores.

En algunas implementaciones, las composiciones farmacéuticas incluyen (a) uno o mas compuestos de ARNi y (b)
uno o mas agentes que funcionan por un mecanismo no de iARN y que son utiles en el tratamiento de un trastorno
hemorragico. Ejemplos de tales agentes incluyen, pero no se limitan a, un agente antiinflamatorio, agente
antiesteatosis, agente antiviral y/o antifibrosis. Ademas, también pueden usarse otras sustancias cominmente
usadas para proteger el higado, tales como silimarina, conjuntamente con los ARNi descritos en el presente
documento. Otros agentes Uutiles para tratar enfermedades del higado incluyen telbivudina, entecavir e inhibidores de
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la proteasa tales como telaprevir y otros desvelados, por ejemplo, en Tung et al., publicaciones de solicitud de
EE.UU. N.° 2005/0148548, 2004/0167116 y 2003/0144217; y en Hale et al., publicaciéon de solicitud de EE.UU. N.°
2004/0127488.

La toxicidad y eficacia terapéutica de tales compuestos pueden determinarse mediante procedimientos
farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la DL50
(la dosis letal para el 50 % de la poblacién) y la DESO0 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacion).
La relacion de dosis entre efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la
relacion DL50/DES0. Se prefieren compuestos que presentan altos indices terapéuticos.

Los datos obtenidos de ensayos de cultivo celular y estudios en animales pueden usarse en la formulacion de un
intervalo de dosificacion para su uso en seres humanos. La dosificacién de composiciones caracterizadas en el
presente documento en la invencion se encuentra generalmente dentro de un intervalo de concentraciones
circulantes que incluyen la DE50 con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo
dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de administracion utilizada. Para cualquier compuesto
usado en los métodos caracterizados en la invencion, la dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente
a partir de ensayos de cultivo celular. Una dosis puede formularse en modelos animales para lograr un intervalo de
concentracion plasmatica circulante del compuesto o, cuando convenga, del producto de polipéptido de una
secuencia diana (por ejemplo, logrando una concentracion disminuida del polipéptido) que incluye la Clso (es decir, la
concentracion del compuesto de prueba que logra una inhibicién al 50 % de los sintomas) como se ha determinado
en cultivo celular. Tal informacién puede usarse para determinar con mas exactitud dosis utiles en seres humanos.
Los niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, por cromatografia liquida de alta resolucion.

Ademas de su administraciéon, como se trata anteriormente, los ARNi caracterizados en la invencién pueden
administrarse en combinacién con otros agentes conocidos eficaces en el tratamiento de procesos patolégicos
mediados por la expresion de Serpinal. En cualquier caso, el médico que administra puede ajustar la cantidad y el
momento exacto de la administracion de ARNi basandose en resultados observados usando medidas estandar de
eficacia conocidas en la técnica o descritas en el presente documento.

IV. Métodos para inhibir la expresion Serpina‘

La presente divulgacion proporciona métodos para inhibir la expresion de una Serpina1 en una célula. Los métodos
incluyen poner en contacto una célula con un agente de iARN, por ejemplo, un agente de iARN bicatenario, en una
cantidad eficaz para inhibir la expresion de la Serpina1 en la célula, inhibiendo asi la expresion de la Serpinat en la
célula.

La puesta en contacto de una célula con un agente de iARN bicatenario puede hacerse in vitro o in vivo. La puesta
en contacto de una célula in vivo con el agente de iARN incluye poner en contacto una célula o grupo de células
dentro de un sujeto, por ejemplo, un sujeto humano, con el agente de iARN. También son posibles combinaciones
de métodos in vitro e in vivo de poner en contacto. La puesta en contacto puede ser directa o indirecta, como se trata
anteriormente. Ademas, la puesta en contacto de una célula puede llevarse a cabo mediante un ligando que elige
diana, que incluye cualquier ligando descrito en el presente documento o conocido en la técnica. En
implementaciones preferidas, el ligando que elige diana es un resto de hidrato de carbono, por ejemplo, un ligando
de GalNAc3, o cualquier otro ligando que dirige el agente de iARN a un sitio de interés, por ejemplo, el higado de un
sujeto.

El término "inhibir", como se usa en el presente documento, se usa indistintamente con "reducir", "silenciar", "regular
por disminucién" y otros términos similares, e incluye cualquier nivel de inhibicién.

La expresion "inhibir la expresion de un Serpina1”, pretende referirse a la inhibicion de la expresion de cualquier gen
Serpina1 (tal como, por ejemplo, un gen Serpina1 de ratén, un gen Serpina1 de rata, un gen Serpinal de mono o un
gen Serpinal humano) ademas de variantes o mutantes de un gen Serpina1l. Asi, el gen Serpinal puede ser un gen
Serpinal no mutante, un gen Serpinal mutante o un gen Serpinal transgénico en el contexto de una célula
genéticamente manipulada, grupo de células u organismo.

"Inhibir la expresion de un gen Serpina1" incluye cualquier nivel de inhibicion de un gen Serpina1, por ejemplo,
supresion al menos parcial de la expresion de un gen Serpinal. La expresion del gen Serpinal puede evaluarse
basandose en el nivel, o el cambio en el nivel, de cualquier variable asociada a la expresion del gen Serpina1, por
ejemplo, nivel de ARNm de Serpina1, nivel de proteina Serpina1, o niveles de lipidos. Este nivel puede evaluarse en
una célula individual o en un grupo de células, que incluyen, por ejemplo, una muestra derivada de un sujeto.

La inhibicién puede evaluarse por una disminucion en un nivel absoluto o relativo de una o mas de estas variables
que estan asociadas a la expresion de Serpinal en comparaciéon con un nivel de control. El nivel de control puede
ser cualquier tipo de nivel de control que se utiliza en la materia, por ejemplo, un nivel inicial pre-dosis, o un nivel
determinado a partir de un sujeto, célula o muestra similar que no esta tratado o esta tratado con un control (tal
como, por ejemplo, control solo de tampdn o control de agente inactivo).
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En algunas implementaciones de los métodos de la invencion, la expresion de un gen Serpinal se inhibe al menos
aproximadamente el 5 %, al menos aproximadamente el 10 %, al menos aproximadamente el 15 %, al menos
aproximadamente el 20 %, al menos aproximadamente el 25 %, al menos aproximadamente el 30 %, al menos
aproximadamente el 35 %, al menos aproximadamente el 40 %, al menos aproximadamente el 45 %, al menos
aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 55 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos
aproximadamente el 65 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos
aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos
aproximadamente el 91 %, al menos aproximadamente el 92 %, al menos aproximadamente el 93 %, al menos
aproximadamente el 94 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente el 96 %, al menos
aproximadamente el 97 %, al menos aproximadamente el 98 %, o al menos aproximadamente el 99 %.

La inhibicién de la expresion de un gen Serpinal puede manifestarse por una reduccion de la cantidad de ARNm
expresado por una primera célula o grupo de células (tales células pueden estar presentes, por ejemplo, en una
muestra derivada de un sujeto) en las que un gen Serpinal se transcribe y que ha sido tratada o han sido tratadas
(por ejemplo, poniendo en contacto la célula o células con un agente de iARN de la invencién, o administrando un
agente de iARN de la invencion a un sujeto en el que las células estan o estaban presentes) de forma que se inhiba
la expresion de un gen Serpinal, en comparacién con una segunda célula o grupo de células sustancialmente
idéntica a la primera célula o grupo de células, pero que no se ha tratado o no se han tratado asi (célula(s) de
control). En realizaciones preferidas, la inhibicién se evallia expresando el nivel de ARNm en células tratadas como
un porcentaje del nivel de ARNm en células de control, usando la siguiente formula:

(ARNm en células de control) — (ARNm en células tratadas) L
(ARNm en células de control)

00 %

Alternativamente, la inhibicion de la expresion de un gen Serpinal puede evaluarse en términos de una reduccién de
un parametro que esta funcionalmente ligado a la expresion del gen Serpina1, por ejemplo, la expresion de proteinas
Serpina1, tales como ALT, fosfatasa alcalina, bilirrubina, protrombina y albamina. El silenciamiento del gen Serpina1
puede determinarse en cualquier célula que exprese Serpinal, tanto constitutivamente como por ingenieria
gendmica, y por cualquier ensayo conocidos en la técnica. El higado es el principal sitio de expresion de Serpina.
Otros sitios de expresion significativos incluyen el pancreas, el rifidn y los intestinos.

La inhibicién de la expresion de una proteina Serpinal puede manifestarse por una reduccion en el nivel de la
proteina Serpina1 que se expresa por una célula o grupo de células (por ejemplo, el nivel de proteina expresada en
una muestra derivada de un sujeto). Como se ha explicado anteriormente para la evaluacion de la supresion de
ARNm, la inhibicién de los niveles de expresion de proteina en una célula tratada o grupo de células puede
expresarse similarmente como un porcentaje del nivel de proteina en una célula de control o grupo de células.

Una célula de control o grupo de células que puede usarse para evaluar la inhibicion de la expresion de un gen
Serpina1 incluye una célula o grupo de células que todavia no se ha puesto en contacto con un agente de iARN de
la invencion. Por ejemplo, la célula de control o grupo de células puede derivarse de un sujeto individual (por
ejemplo, un sujeto humano o animal) antes del tratamiento del sujeto con un agente de iARN.

El nivel de ARNm de Serpinal que se expresa por una célula o grupo de células puede determinarse usando
cualquier método conocido en la técnica para evaluar la expresion de ARNm. En una realizacién, el nivel de
expresion de Serpinal en una muestra se determina detectando un polinucleétido transcrito, o porcién del mismo,
por ejemplo, ARNm del gen Serpinal. El ARN puede extraerse de células usando técnicas de extraccion de ARN
que incluyen, por ejemplo, usando extraccion con fenol acido/isotiocianato de guanidina (RNAzol B; Biogenesis), kits
de preparacion de ARN RNeasy (Qiagen) o PAXgene (PreAnalytix, Suiza). Formatos de ensayo tipicos que utilizan
hibridaciéon de acidos ribonucleicos incluyen ensayos de transcripcion nuclear, RT-PCR, ensayos de proteccion con
RNasa (Melton et al., Nuc. Acids Res. 12:7035), transferencia Northern, hibridacion in situ y analisis de
micromatrices.

En una implementacion, el nivel de expresion de Serpinal se determina usando una sonda de acido nucleico. El
término "sonda", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier molécula que puede unirse
selectivamente a un Serpina1 especifico. Las sondas pueden sintetizarse por un experto en la materia, o derivarse
de preparaciones bioldgicas apropiadas. Las sondas pueden disefiarse especificamente para ser marcadas.
Ejemplos de moléculas que pueden utilizarse como sondas incluyen, pero no se limitan a, ARN, ADN, proteinas,
anticuerpos y moléculas organicas.

Puede usarse ARNm aislado en ensayos de hibridacion o amplificacion que incluyen, pero no se limitan a, analisis
Southern o Northern, analisis de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y matrices de sondas. Un método para
la determinacién de niveles de ARNm implica poner en contacto el ARNm aislado con una molécula de acido
nucleico (sonda) que puede hibridarse con ARNm de Serpina1. En una realizacion, el ARNm se inmoviliza sobre una
superficie sélida y se pone en contacto con una sonda, por ejemplo, migrando el ARNm aislado sobre un gel de
agarosa Yy transfiriendo el ARNm del gel a una membrana, tal como nitrocelulosa. En una realizacion alternativa, la(s)
sonda(s) se inmoviliza(n) sobre una superficie solida y el ARNm se pone en contacto con la(s) sonda(s), por ejemplo,
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en un matriz de chip génico Affymetrix. Un experto puede adaptar facilmente métodos de deteccion de ARNm
conocidos para su uso en determinar el nivel de ARNm de Serpina1.

Un método alternativo para determinar el nivel de expresion de Serpinal en una muestra implica el proceso de
amplificacion de acido nucleico y/o transcriptasa inversa (para preparar ADNc) de, por ejemplo, ARNm en la
muestra, por ejemplo, por RT-PCR (la realizacion experimental expuesta en Mullis, 1987, patente de EE.UU. N.°
4.683.202), reaccion en cadena de la ligasa (Barany (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:189-193), replicacion auto-
sostenida de secuencias (Guatelli et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), sistema de amplificacion
transcripcional (Kwoh et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177), Q-beta replicasa (Lizardi et al. (1988)
Bio/Technology 6:1197), replicacion por circulo rodante (Lizardi et al., patente de EE.UU. N.° 5.854.033) o cualquier
otro método de amplificacion de acidos nucleicos, seguido de la deteccion de las moléculas amplificadas usando
técnicas muy conocidas para aquellos expertos en la materia. Estos esquemas de deteccidon son especialmente
utiles para la deteccion de moléculas de acidos nucleicos si tales moléculas estan presentes en nimeros muy bajos.
En aspectos particulares de la invencion, el nivel de expresion de Serpinal se determina por RT-PCR fluorogénica
cuantitativa (es decir, el sistema TagMan™).

Los niveles de expresion de ARNm de Serpinal pueden monitorizarse usando una transferencia en membrana (tal
como se usa en analisis de hibridacién tales como Northern, Southern, puntual y similares), o micropocillos, tubos de
muestra, geles, perlas o fibras (o cualquier soporte solido que comprenda acidos nucleicos unidos). Véanse las
patentes de EE.UU. N.° 5.770.722, 5.874.219, 5.744.305, 5.677.195 y 5.445.934. La determinacion del nivel de
expresion de Serpinal también puede comprender usar sondas de acido nucleico en disolucion.

En implementaciones preferidas, el nivel de expresion de ARNm se evalia usando ensayos de ADN ramificado
(ADNr) o PCR en tiempo real (QPCR). El uso de estos métodos se describe y ejemplifica en los ejemplos
presentados en el presente documento.

El nivel de la expresion de proteinas Serpina1 puede determinarse usando cualquier método conocido en la técnica
para la medicion de niveles de proteina. Tales métodos incluyen, por ejemplo, electroforesis, electroforesis capilar,
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), cromatografia en capa fina (CCF), cromatografia de hiperdifusion,
reacciones con precipitina fluida o en gel, espectroscopia de absorcién, ensayos colorimétricos, ensayos
espectrofotométricos, citometria de flujo, inmunodifusion (individual o doble), inmunoelectroforesis, transferencia
Western, radioinmunoensayo (RIA), enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA), ensayos inmunofluorescentes,
ensayos de electroquimioluminiscencia y similares.

El término "muestra”, como se usa en el presente documento, se refiere a una coleccion de fluidos, células o tejidos
similares aislados de un sujeto, ademas de fluidos, células o tejidos presentes dentro de un sujeto. Ejemplos de
fluidos bioldgicos incluyen sangre, suero y fluidos serosos, plasma, linfa, orina, liquido cefalorraquideo, saliva, fluidos
oculares y similares. Las muestras de tejido pueden incluir muestras de tejidos, 6rganos o regiones localizadas. Por
ejemplo, las muestras pueden derivarse de 6rganos, partes de 6rganos, o fluidos o células particulares dentro de
aquellos érganos. En ciertas realizaciones, las muestras pueden derivarse del higado (por ejemplo, higado completo
o ciertos segmentos del higado o ciertos tipos de células en el higado tales como, por ejemplo, hepatocitos). En
realizaciones preferidas, una "muestra derivada de un sujeto” se refiere a sangre o plasma extraido del sujeto. En
otras implementaciones, una "muestra derivada de un sujeto” se refiere a tejido de higado derivado del sujeto.

En algunas implementaciones de los métodos de la invencion, el agente de iARN se administra a un sujeto tal que el
agente de iIARN se administre a un sitio especifico dentro del sujeto. La inhibicion de la expresion de Serpinal puede
evaluarse usando mediciones del nivel o cambio en el nivel de ARNm de Serpinal o proteina Serpinal en una
muestra derivada de fluido o tejido del sitio especifico dentro del sujeto. En implementaciones preferidas, el sitio es
el higado. El sitio también puede ser una subseccidon o subgrupo de células de uno cualquiera de los sitios
anteriormente mencionados. El sitio también puede incluir células que expresan un tipo particular de receptor.

V. Métodos para tratar o prevenir una enfermedad asociada a Serpina1

La presente divulgacion también proporciona métodos de prevencion o tratamiento de enfermedades y afecciones
que pueden modularse regulando por disminucién la expresion del gen Serpinal. Por ejemplo, las composiciones
descritas en el presente documento pueden usarse para tratar enfermedades asociadas a Serpina1, tales como
enfermedades del higado, por ejemplo, enfermedad hepatica crénica, inflamacion del higado, cirrosis, fibrosis
hepatica y/o carcinoma hepatocelular, y otras afecciones patoldgicas que pueden asociarse a estos trastornos, tales
como la inflamacién pulmonar, enfisema y EPOC.

También se describen métodos de inhibicion del desarrollo de carcinoma hepatocelular en un sujeto, por ejemplo, un
sujeto que tiene una variante de deficiencia de Serpinal. Los métodos incluyen administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicion de la invencién al sujeto, inhibiéndose asi el desarrollo de carcinoma
hepatocelular en el sujeto.

También se describen métodos y usos de las composiciones de la invencion para reducir la acumulacion de
Serpinal erréneamente plegada en el higado de un sujeto, por ejemplo, un sujeto que tiene una variante de
deficiencia de Serpina1. Los métodos incluyen administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion
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de la invencion al sujeto, reduciéndose asi la acumulacion de Serpinal erréneamente plegada en el higado del
sujeto.

Como se usa en el presente documento, un "sujeto" incluye un animal humano o animal no humano,
preferentemente un vertebrado, y mas preferentemente un mamifero. Un sujeto puede incluir un organismo
transgénico. Lo mas preferentemente, el sujeto es un ser humano, tal como un ser humano que padece o tiene
predisposicion a desarrollar una enfermedad asociada a Serpinal. En una realizacion, el sujeto padece o tiene
predisposicion a desarrollar una enfermedad asociada a Serpinal tiene uno o mas alelos deficientes en Serpinat,
por ejemplo, un alelo PIZ, PIS o PIM(Malton).

Un agente de ARNi de la invencion puede administrarse en combinacion con un agente terapéutico adicional. El
agente de ARNi y un agente terapéutico adicional pueden administrarse en combinacién en la misma composicion,
por ejemplo, por via parenteral, o el agente terapéutico adicional puede administrarse como parte de una
composicion separada o por otro método descrito en el presente documento.

Ejemplos de agentes terapéuticos adicionales adecuados para su uso en los métodos incluyen aquellos agentes
conocidos para tratar trastornos del higado, tales como cirrosis hepatica. Por ejemplo, un agente de ARNi
caracterizado en la invencion puede administrarse con, por ejemplo, acido ursodesoxicélico (UDCA), agentes
inmunosupresores, metotrexato, corticosteroides, ciclosporina, colchicina, tratamientos antipruriticos, tales como
antihistaminicos, colestiramina, colestipol, rifampina, dronabinol (Marinol) y plasmaféresis, antibiéticos profilacticos,
luz ultravioleta, suplementos de cinc, y vacunacion contra hepatitis A, gripe y neumococos.

La expresion de Serpina1 del método puede ser disminuida durante una duracién prolongada, por ejemplo, al menos
una semana, dos semanas, tres semanas o cuatro semanas o mas. Por ejemplo, en ciertos casos, la expresion del
gen Serpinal se suprime al menos aproximadamente el 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %,
50 % o el 55 % por administracion de un agente de ARNi descrito en el presente documento. En algunas
implementaciones, el gen Serpinal se suprime al menos aproximadamente el 60 %, 70% o el 80 % por
administracion del agente de ARNi. En algunas realizaciones, el gen Serpinal se suprime al menos
aproximadamente el 85 %, 90 % o el 95 % por administracion del agente de ARNi.

Los agentes de ARNi de la invencion pueden administrarse a un sujeto usando cualquier modo de administracion
conocido en la técnica, que incluye, pero no se limita a subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraocular,
intrabronquial, intrapleural, intraperitoneal, intrarterial, linfatica, cerebroespinal, y cualquier combinacion de los
mismos. En realizaciones preferidas, los agentes de ARNi se administran por via subcutanea.

La administraciéon puede ser mediante una inyeccion de liberacion prolongada. Una inyeccion de liberacion
prolongada puede liberar los agentes de ARNi de una forma coherente durante un periodo de tiempo prolongado.
Asi, una inyeccion de liberacion prolongada puede reducir la frecuencia de dosificacion necesaria para obtener un
efecto deseado, por ejemplo, una inhibicion deseada de Serpinal, o un efecto terapéutico o profilactico. Una
inyeccion de liberacion prolongada puede también proporcionar concentraciones mas coherentes en suero. Las
inyecciones de liberacion prolongada pueden incluir inyecciones subcutaneas o inyecciones intramusculares. La
inyeccion de liberacion prolongada puede ser una inyeccion subcutanea.

La administracion puede ser mediante una bomba. La bomba puede ser una bomba externa o una bomba
quirdrgicamente implantada. En ciertas implementaciones, la bomba es una bomba osmética implantada por via
subcutanea. En otras implementaciones, la bomba es una bomba de infusién. Una bomba de infusién puede usarse
para infusiones intravenosas, subcutaneas, arteriales o epidurales. En implementaciones preferidas, la bomba de
infusiéon es una bomba de infusién subcutanea. En otras realizaciones, la bomba es una bomba quirdrgicamente
implantada que administra el agente de iARN al higado.

Otros modos de administracion incluyen administracion epidural, intracerebral, intracerebroventricular, nasal,
intrarterial, intracardiaca, infusion intradsea, intratecal e intravitrea, y pulmonar. El modo de administraciéon puede
elegirse basandose en si se desea tratamiento local o sistémico y basandose en el area que va a tratarse. La viay
sitio de administracion puede elegirse para potenciar el direccionamiento.

El método incluye administrar un agente de ARNi a una dosis suficiente para contener/disminuir los niveles de
ARNm de Serpinal durante al menos 5, mas preferentemente 7, 10, 14, 21, 25, 30 o 40 dias; y opcionalmente,
administrar una segunda dosis Unica del agente de ARNi, en el que la segunda dosis Unica se administra al menos
5, mas preferentemente 7, 10, 14, 21, 25, 30 o 40 dias después de administrar la primera dosis Unica, inhibiendo asi
la expresion del gen Serpinal en un sujeto.

En una implementacion, dosis de un agente de ARNi de la invencién se administran no mas de una vez cada cuatro
semanas, no mas de una vez cada tres semanas, no mas de una vez cada dos semanas, o no mas de una vez cada
semana. En otra implementacién, las administraciones pueden mantenerse durante uno, dos, tres o seis meses, o
un afio o mas.

En general, el agente de ARNi no activa el sistema inmunitario, por ejemplo, no aumenta los niveles de citocinas,
tales como niveles de TNF-alfa o IFN-alfa. Por ejemplo, cuando se mide por un ensayo, tal como un ensayo de
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PBMC in vitro, tal como se describe en el presente documento, el aumento en los niveles de TNF-alfa o IFN-alfa es
inferior al 30 %, 20 % o el 10 % de las células de control tratadas con un agente de ARNi de control, tal como un
agente de ARNi que no se dirige a Serpina1.

Por ejemplo, un sujeto puede administrarse con una cantidad terapéutica de un agente de ARNi, tal como 0,5 mg/kg,
1,0 mg/kg, 1,5mg/kg, 2,0 mg/kg o 2,5mg/kg de ARNbc. El agente de ARNi puede administrarse por infusion
intravenosa durante un periodo de tiempo, tal como durante un periodo de 5 minutos, 10 minutos, 15 minutos, 20
minutos o 25 minutos. La administracion se repite, por ejemplo, regularmente, tal como cada dos semanas (es decir,
cada dos semanas) durante un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses o mas. Después de una pauta de
tratamiento inicial, los tratamientos pueden administrarse menos frecuentemente. Por ejemplo, después de la
administracién cada dos semanas durante tres meses, la administracion puede repetirse una vez al mes, durante
seis meses o0 un afio o mas. La administracion del agente de ARNi puede reducir los niveles de Serpina1, por
ejemplo, en una célula, tejido, sangre, orina, érgano (por ejemplo, el higado), u otro compartimento del paciente al
menos el 10 %, al menos el 15 %, al menos el 20 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al
menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 % o al menos el 90 % o mas.

Antes de la administracion de una dosis completa del agente de ARNi, los pacientes pueden administrarse con una
dosis mas pequefia, y monitorizarse para efectos adversos, tales como una reaccion alérgica, o para niveles de
lipidos o tension arterial elevados. En otro ejemplo, el paciente puede monitorizarse para efectos
inmunoestimulantes no deseados, tales como elevados niveles de citocinas (por ejemplo, TNF-alfa o INF-alfa). Una
dosis mas pequefia a modo de ejemplo es una que produce una incidencia de reaccién por infusion inferior o igual al
5 %.

La eficacia de tratamiento o la prevencion de enfermedad pueden evaluarse, por ejemplo, midiendo la progresion de
la enfermedad, remision de la enfermedad, gravedad de sintomas, reduccion en el dolor, calidad de vida, dosis de
una medicacién requerida para sostener un efecto del tratamiento, nivel de un marcador de enfermedad o cualquier
otro parametro medible apropiado para una enfermedad dada que esta tratandose o elegida para prevencion. Esta
perfectamente dentro de la capacidad de un experto en la materia monitorizar la eficacia de tratamiento o la
prevencion midiendo uno cualquiera de tales parametros, o cualquier combinacién de parametros. Por ejemplo,
pueden evaluarse la eficacia de tratamiento de fibrosis hepatica o mejora de la fibrosis hepatica, por ejemplo, por
monitorizacion periddica de marcadores de fibrosis hepatica: a-2-macroglobulina (a-MA), transferrina,
apolipoproteina Al, acido hialurénico (HA), laminina, procolageno Il del extremo N (PIIINP), 7S colageno IV (7S-1V),
bilirrubina total, bilirrubina indirecta, alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), AST/ ALT, g-
glutamil transpeptidasa (GGT), fosfatasa alcalina (ALP), albumina, albdmina/globulina, nitrégeno ureico en sangre
(BUN), creatinina (Cr), triglicérido, colesterol, lipoproteina de alta densidad y lipoproteina de baja densidad y biopsia
de puncién del higado. Pueden medirse marcadores de fibrosis hepatica y/o puede realizarse biopsia de puncion del
higado antes del tratamiento (lecturas iniciales) y posteriormente (lecturas posteriores) durante la pauta de
tratamiento.

Comparaciones de las lecturas posteriores con las lecturas iniciales proporcionan a un médico una indicacién de si el
tratamiento es eficaz. Esta perfectamente dentro de la capacidad de un experto en la materia monitorizar la eficacia
de tratamiento o la prevencion midiendo uno cualquiera de tales parametros, o cualquier combinacion de
parametros. A proposito de la administraciéon de un agente de ARNi que se dirige a Serpinal o composicion
farmacéutica de la misma, "eficaz contra" una enfermedad asociada a Serpina1, tal como una enfermedad del
higado, por ejemplo, una afeccion de fibrosis hepatica, indica que la administracion de un agente de ARNi de la
invencion en un manera clinicamente apropiada produce un efecto beneficioso para al menos una fraccion
estadisticamente significativa de pacientes, tal como una mejora de sintomas, una cura, una reduccion en la carga
de enfermedad, reduccion en masa tumoral o nimeros de células, extension de vida, mejora en la calidad de vida, u
otro efecto generalmente reconocido como positivo por los doctores médicos familiarizados con el tratamiento de
enfermedades del higado.

En los métodos, un agente de ARNi como se describe en el presente documento puede usarse para tratar individuos
que tienen los signos, sintomas y/o marcadores de, o que estan diagnosticados con, o que estan en riesgo de tener
una enfermedad asociada a Serpina1, tal como una enfermedad del higado, por ejemplo, inflamacién del higado,
cirrosis, fibrosis hepatica y/o carcinoma hepatocelular. Un experto en la materia puede monitorizar faciimente los
signos, sintomas y/o marcadores de tales trastornos en sujetos que reciben tratamiento con un agente de ARNi
como se describe en el presente documento y ensayar una reduccién en estos signos, sintomas y/o marcadores de
al menos el 10 % y preferentemente a un nivel clinico que represente un riesgo bajo de enfermedad del higado.

Es evidente un efecto del tratamiento o preventivo cuando hay una mejora estadisticamente significativa en uno o
mas parametros del estado de enfermedad, o por una imposibilidad para empeorar o desarrollar sintomas que de
otro modo se anticiparian. Como un ejemplo, un cambio favorable de al menos el 10 % en un parametro medible de
enfermedad (tal como una funcién hepatica descrita anteriormente), y preferentemente al menos el 20 %, 30 %,
40 %, 50 % o mas, puede ser indicativo de tratamiento eficaz. La eficacia para un agente de ARNi dado de la
invencion o formulacion de ese agente de ARNi también puede determinarse usando un modelo animal experimental
para la enfermedad dada como se conoce en la técnica. Si se usa un modelo animal experimental, la eficacia del
tratamiento se prueba cuando se observa una reduccion estadisticamente significativa en un marcador o sintoma.
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Un efecto del tratamiento o preventivo es evidente cuando uno o mas sintomas se reducen o alivian. Por ejemplo, un
tratamiento o preventivo es eficaz cuando se reducen o alivian uno o mas de debilidad, fatiga, pérdida de peso,
nauseas, vomitos, hinchazén abdominal, hinchazén de extremidades, picor excesivo e ictericia de los ojos y/o piel.

Para ciertas indicaciones, la eficacia puede medirse por un aumento en los niveles en suero de proteina Serpina1.
Como un ejemplo, un aumento de los niveles en suero de Serpinal apropiadamente plegada de al menos el 10 %, al
menos el 20 %, al menos el 50 %, al menos el 100 %, al menos el 200 % mas puede ser indicativo de tratamiento
eficaz.

Alternativamente, la eficacia puede medirse por una reduccion en la gravedad de la enfermedad como se ha
determinado por un experto en la materia del diagndstico basandose en una escala de clasificacion de la gravedad
de enfermedad clinicamente aceptada, pero como un ejemplo la puntuacién de Child-Pugh (algunas veces la
puntuacion de Child-Turcotte-Pugh). En este ejemplo, el prondstico de la enfermedad hepatica croénica,
principalmente cirrosis, se mide por una puntuacién general de cinco medidas clinicas, bilirrubina, albumina de
suero, INR, ascitis y encefalopatia hepatica. A cada marcador se le asigna un valor de 1-3, y el valor total se usa
para proporcionar una puntuacion clasificada como A (5-6 puntos), B (7-9 puntos) o C (10-15 puntos), que puede
correlacionarse con tasas de supervivencia de uno y dos afios. Métodos de determinacion y analisis de las
puntuaciones de Child-Pugh son muy conocidos en la técnica (Farnsworth et al, Am J Surgery 2004 188:580-583;
Child and Turcotte. Surgery and portal hypertension. en: The liver and portal hypertension. Editado por CG Child.
Philadelphia: Saunders 1964:50- 64; Pugh et al., Br J Surg 1973;60:648-52). La eficacia puede medirse en este
ejemplo por el movimiento de un paciente desde, por ejemplo, una "B" a una "A". Cualquier cambio positivo que
produzca, por ejemplo, reduccion de la gravedad de la enfermedad medida usando la escala apropiada, representa
tratamiento adecuado usando ARNi o una formulacién de ARNi como se describe en el presente documento.

En una implementacion, el agente de iARN se administra a una dosis de entre aproximadamente 0,25 mg/kg y
aproximadamente 50 mg/kg, por ejemplo, entre aproximadamente 0,25 mg/kg y aproximadamente 0,5 mg/kg, entre
aproximadamente 0,25 mg/kg y aproximadamente 1 mg/kg, entre aproximadamente 0,25 mg/kg y aproximadamente
5 mg/kg, entre aproximadamente 0,25 mg/kg y aproximadamente 10 mg/kg, entre aproximadamente 1 mg/kg y
aproximadamente 10 mg/kg, entre aproximadamente 5 mg/kg y aproximadamente 15 mg/kg, entre aproximadamente
10 mg/kg y aproximadamente 20 mg/kg, entre aproximadamente 15 mg/kg y aproximadamente 25 mg/kg, entre
aproximadamente 20 mg/kg y aproximadamente 30 mg/kg, entre aproximadamente 25 mg/kg y aproximadamente
35 mg/kg, o entre aproximadamente 40 mg/kg y aproximadamente 50 mg/kg.

En algunas implementaciones, el agente de iARN se administra a una dosis de aproximadamente 0,25 mg/kg,
aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 2 mg/kg, aproximadamente 3 mg/kg,
aproximadamente 4 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 6 mg/kg, aproximadamente 7 mg/kg,
aproximadamente 8 mg/kg, aproximadamente 9 mg/kg, aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 11 mg/kg,
aproximadamente 12 mg/kg, aproximadamente 13 mg/kg, aproximadamente 14 mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg,
aproximadamente 16 mg/kg, aproximadamente 17 mg/kg, aproximadamente 18 mg/kg, aproximadamente 19 mg/kg,
aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 21 mg/kg, aproximadamente 22 mg/kg, aproximadamente 23 mg/kg,
aproximadamente 24 mg/kg, aproximadamente 25 mg/kg, aproximadamente 26 mg/kg, aproximadamente 27 mg/kg,
aproximadamente 28 mg/kg, aproximadamente 29 mg/kg, 30 mg/kg, aproximadamente 31 mg/kg, aproximadamente
32 mg/kg, aproximadamente 33 mg/kg, aproximadamente 34 mg/kg, aproximadamente 35 mg/kg, aproximadamente
36 mg/kg, aproximadamente 37 mg/kg, aproximadamente 38 mg/kg, aproximadamente 39 mg/kg, aproximadamente
40 mg/kg, aproximadamente 41 mg/kg, aproximadamente 42 mg/kg, aproximadamente 43 mg/kg, aproximadamente
44 mg/kg, aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 46 mg/kg, aproximadamente 47 mg/kg, aproximadamente
48 mg/kg, aproximadamente 49 mg/kg o aproximadamente 50 mg/kg.

En ciertas implementaciones, por ejemplo, cuando un agente de iARN bicatenario incluye modificaciones (por
ejemplo, uno o mas motivos de tres modificaciones idénticas en tres nucleétidos consecutivos, incluyendo un motivo
tal en o cerca del sitio de escision del agente), seis enlaces fosforotioato, y un ligando, un agente tal se administra a
una dosis de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,01 a aproximadamente
0,4 mg/kg, aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,01 a aproximadamente
0,2 mg/kg, aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente
0,09 mg/kg, aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 0,08 mg/kg, aproximadamente 0,01 mg/kg a
aproximadamente 0,07 mg/kg, aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 0,06 mg/kg, aproximadamente
0,01 mg/kg a aproximadamente 0,05mg/kg, aproximadamente 0,02 a aproximadamente 0,5 mg/kg,
aproximadamente 0,02 a aproximadamente 0,4 mg/kg, aproximadamente 0,02 a aproximadamente 0,3 mg/kg,
aproximadamente 0,02 a aproximadamente 0,2 mg/kg, aproximadamente 0,02 a aproximadamente 0,1 mg/kg,
aproximadamente 0,02 mg/kg a aproximadamente 0,09 mg/kg, aproximadamente 0,02 mg/kg a aproximadamente
0,08 mg/kg, aproximadamente 0,02 mg/kg a aproximadamente 0,07 mg/kg, aproximadamente 0,02 mg/kg a
aproximadamente 0,06 mg/kg, aproximadamente 0,02 mg/kg a aproximadamente 0,05 mg/kg, aproximadamente
0,03 a aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,03 a aproximadamente 0,4 mg/kg, aproximadamente 0,03 a
aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,03 a aproximadamente 0,2 mg/kg, aproximadamente 0,03 a
aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,03 mg/kg a aproximadamente 0,09 mg/kg, aproximadamente
0,03 mg/kg a aproximadamente 0,08 mg/kg, aproximadamente 0,03 mg/kg a aproximadamente 0,07 mg/kg,
aproximadamente 0,03 mg/kg a aproximadamente 0,06 mg/kg, aproximadamente 0,03 mg/kg a aproximadamente
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0,05 mg/kg, aproximadamente 0,04 a aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,04 a aproximadamente
0,4 mg/kg, aproximadamente 0,04 a aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,04 a aproximadamente
0,2 mg/kg, aproximadamente 0,04 a aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,04 mg/kg a aproximadamente
0,09 mg/kg, aproximadamente 0,04 mg/kg a aproximadamente 0,08 mg/kg, aproximadamente 0,04 mg/kg a
aproximadamente 0,07 mg/kg, aproximadamente 0,04 mg/kg a aproximadamente 0,06 mg/kg, aproximadamente
0,05 a aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 0,05 a aproximadamente 0,4 mg/kg, aproximadamente 0,05 a
aproximadamente 0,3 mg/kg, aproximadamente 0,05 a aproximadamente 0,2 mg/kg, aproximadamente 0,05 a
aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 0,09 mg/kg, aproximadamente
0,05 mg/kg a aproximadamente 0,08 mg/kg, o aproximadamente 0,05mg/kg a aproximadamente 0,07 mg/kg.
Valores e intervalos intermedios a los valores citados anteriores también pretenden ser parte de la presente
divulgacion, por ejemplo, el agente de iARN puede administrarse al sujeto a una dosis de aproximadamente
0,015 mg/kg a aproximadamente 0,45 mg/mg.

Por ejemplo, el agente de iARN, por ejemplo, el agente de iARN en una composicién farmacéutica, puede
administrarse a una dosis de aproximadamente 0,01 mg/kg, 0,0125 mg/kg, 0,015 mg/kg, 0,0175 mg/kg, 0,02 mg/kg,
0,0225 mg/kg, 0,025 mg/kg, 0,0275 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,0325 mg/kg, 0,035 mg/kg, 0,0375 mg/kg, 0,04 mg/kg,
0,0425 mg/kg, 0,045 mg/kg, 0,0475 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,0525 mg/kg, 0,055 mg/kg, 0,0575 mg/kg, 0,06 mg/kg,
0,0625 mg/kg, 0,065 mg/kg, 0,0675 mg/kg, 0,07 mg/kg, 0,0725 mg/kg, 0,075 mg/kg, 0,0775 mg/kg, 0,08 mg/kg,
0,0825 mg/kg, 0,085 mg/kg, 0,0875 mg/kg, 0,09 mg/kg, 0,0925 mg/kg, 0,095 mg/kg, 0,0975 mg/kg, 0,1 mg/kg,
0,125 mg/kg, 0,15 mg/kg, 0,175 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,225 mg/kg, 0,25 mg/kg, 0,275 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,325 mg/kg,
0,35 mg/kg, 0,375 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,425 mg/kg, 0,45 mg/kg, 0,475 mg/kg, o aproximadamente 0,5 mg/kg. Valores
intermedios a los valores citados anteriores también pretenden ser parte de la presente divulgacion.

La dosis de un agente de iARN que se administra a un sujeto puede adaptarse para equilibrar los riesgos y
beneficios de una dosis particular, por ejemplo, para lograr un nivel deseado de supresion del gen Serpinal (como
se evalula, por ejemplo, basandose en la supresion de ARNm de Serpina1, la expresion de proteinas Serpinal, o una
reduccion en los niveles de lipidos) o un efecto terapéutico o profilactico deseado, mientras que al mismo tiempo se
evitan efectos secundarios no deseables.

En algunas implementaciones, el agente de iARN se administra en dos o mas dosis. Si se desea facilitar infusiones
repetidas o frecuentes, puede ser recomendable la implantacion de un dispositivo de administracion, por ejemplo,
una bomba, protesis endovascular semi-permanente (por ejemplo, intravenosa, intraperitoneal, intracisternal o
intracapsular), o depdsito. En algunas implementaciones, el nimero o cantidad de dosis posteriores depende del
logro de un efecto deseado, por ejemplo, la supresién de un gen Serpina1, o el logro de un efecto terapéutico o
profilactico, por ejemplo, reducir un sintoma de una enfermedad del higado. En algunas implementaciones, el agente
de iARN se administra segun un programa. Por ejemplo, el agente de iARN puede administrarse una vez por
semana, dos veces por semana, tres veces por semana, cuatro veces por semana o cinco veces por semana. En
algunas realizaciones, el programa implica administraciones regularmente separadas, por ejemplo, cada hora, cada
cuatro horas, cada seis horas, cada ocho horas, cada doce horas, diariamente, cada 2 dias, cada 3 dias, cada 4
dias, cada 5 dias, semanalmente, cada dos semanas o mensualmente. En otras implementaciones, el programa
implica administraciones estrechamente separadas, seguido de un periodo de tiempo mas largo durante el cual el
agente no se administra. Por ejemplo, el programa puede implicar un conjunto inicial de dosis que se administran en
un periodo de tiempo relativamente corto (por ejemplo, aproximadamente cada 6 horas, aproximadamente cada 12
horas, aproximadamente cada 24 horas, aproximadamente cada 48 horas o aproximadamente cada 72 horas),
seguido de un periodo de tiempo mas largo (por ejemplo, aproximadamente 1 semana, aproximadamente 2
semanas, aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 5 semanas,
aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 7 semanas o aproximadamente 8 semanas) durante el cual el
agente de iARN no se administra. En una implementacion, el agente de iARN se administra inicialmente cada hora y
después se administra a un mayor intervalo (por ejemplo, diariamente, semanalmente, cada dos semanas o
mensualmente). En otra implementacion, el agente de iARN se administra inicialmente diariamente y después se
administra a un intervalo mas grande (por ejemplo, semanalmente, bisemanalmente o mensualmente). En ciertas
implementaciones, el intervalo mas largo aumenta con el tiempo o se determina basandose en el logro de un efecto
deseado. En una implementacion especifica, el agente de iARN se administra una vez al dia durante una primera
semana, seguido de dosificacion semanal empezando en el octavo dia de la administraciéon. En otra implementacion
especifica, el agente de iARN se administra cada dos dias durante una primera semana, seguido de dosificacion
semanal empezando en el octavo dia de administracion.

En algunas implementaciones, el agente de iARN se administra en una pauta de dosificacion que incluye una "fase
de carga" de administraciones estrechamente separadas que puede ir seguida de una "fase de mantenimiento", en
la que el agente de iARN se administra a intervalos mas separados. En una implementacion, la fase de carga
comprende cinco administraciones diarias del agente de iARN durante la primera semana. En otra realizacion, la
fase de mantenimiento comprende una o dos administraciones semanales del agente de iARN. En otra realizacion,
la fase de mantenimiento dura durante 5 semanas. En una implementacién, la fase de carga comprende la
administracion de una dosis de 2 mg/kg, 1 mg/kg o 0,5 mg/kg cinco veces a la semana. En otra implementacion, la
fase de mantenimiento comprende la administracion de una dosis de 2 mg/kg, 1 mg/kg o 0,5 mg/kg una vez o dos
veces a la semana.
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Cualquiera de estos programas puede repetirse opcionalmente una o mas iteraciones. El numero de iteraciones
puede depender del logro de un efecto deseado, por ejemplo, la supresion de un gen Serpina1, y/o el logro de un
efecto terapéutico o profilactico, por ejemplo, reducir los niveles de colesterol en suero o reducir un sintoma de una
enfermedad asociada a Serpina1, por ejemplo, una enfermedad del higado.

También se describe un método de ensefiar al usuario final, por ejemplo, un cuidador o un sujeto, cémo administrar
un agente de ARNi descrito en el presente documento. EI método incluye, opcionalmente, proporcionar al usuario
final una o mas dosis del agente de ARNi, e instruir al usuario final a administrar el agente de ARNi en una pauta
descrita en el presente documento, ensefiando asi al usuario final.

La predisposicion genética desempefia una funcién en el desarrollo de enfermedades asociadas a genes diana, por
ejemplo, enfermedad del higado. Por tanto, un paciente en necesidad de un ARNip puede identificarse tomando una
historia familiar, o, por ejemplo, cribando uno o mas marcadores genéticos o variantes. Por consiguiente, se describe
un método de tratamiento de un paciente seleccionando un paciente basandose en que el paciente tiene una o mas
de una deficiencia de Serpinal o una variante de gen de deficiencia de Serpina1, por ejemplo, un alelo PIZ, PIS o
PIM(Malton). El método incluye administrar al paciente un agente de ARNi en una cantidad terapéuticamente eficaz.

Un profesional sanitario, tal como un médico, enfermera o miembro de la familia, puede tomar una historia familiar
antes de recetar o administrar un agente de ARNi de la invencién. Ademas, puede realizarse una prueba para
determinar un genotipo o fenotipo. Por ejemplo, puede realizarse una prueba de ADN en una muestra del paciente,
por ejemplo, una muestra de sangre, para identificar el genotipo y/o fenotipo de Serpinal antes de administrar un
ARNbc de Serpina1 al paciente.

VI. Kits

También se describen kits para usar cualquiera de los agentes de ARNi y/o realizar cualquiera de los métodos. Tales
kits incluyen uno o mas agentes de iARN e instrucciones para su uso, por ejemplo, instrucciones para inhibir la
expresion de un Serpinal en una célula poniendo en contacto la célula con el (los) agente(s) de iARN en una
cantidad eficaz para inhibir la expresiéon del Serpina1. Los kits pueden comprender opcionalmente ademas medios
para poner en contacto la célula con el agente de iARN (por ejemplo, un dispositivo de inyeccién), o medios para
medir la inhibicion de Serpina1 (por ejemplo, medios para medir la inhibicion de ARNm de Serpina1). Tales medios
para medir la inhibicion de Serpina1l pueden comprender un medio para obtener una muestra de un sujeto, tal como,
por ejemplo, una muestra de plasma. Los kits pueden comprender opcionalmente ademas medios para administrar
el (los) agente(s) de iIARN a un sujeto o medios para determinar la cantidad terapéuticamente eficaz o
profilacticamente eficaz.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que cominmente es entendido por un experto habitual en la materia a la que pertenece
la presente invencion. Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos en
el presente documento en la practica o prueba de los ARNi y métodos, a continuacion se describen métodos y
materiales adecuados.

Ejemplos

Materiales y métodos

Se usaron los siguientes materiales y métodos en los ejemplos.
Disefio de ARNip

El gen Serpina1l tiene multiples transcritos alternos. Se llevo a cabo disefio de ARNip para identificar ARNip que se
dirigen a todos los transcritos de Serpinal humanos y de mono cinomolgo (Macaca fascicularis; en lo sucesivo
"cino") anotados en la base de datos NCBI Gene (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/). Se usaron los siguientes
transcritos humanos de la coleccion de NCBI RefSeq: Humano - NM 000295.4, NM_001002235.2,
NM_001002236.2, NM_001127700.1, NM_001127701.1, NM_001127702.1, NM_001127703.1, NM_001127704.1,
NM_001127705.1, NM_001127706.1, NM_001127707.1. Para identificar un transcrito de cino, el transcrito de mono
rhesus (Macaca mulatta), XM_001099255.2, se alinedé con el genoma de M. fascicularis usando la herramienta de
alineamiento Spidey (www.ncbi.nim.nih.gov/spidey/). El porcentaje de identidad global de transcritos de rhesus y cino
fue del 99,6 %. El transcrito de cino se ensambld a mano para preservar los sitios de corte y empalme consenso y
las regiones codificantes y no traducidas de longitud completa. El transcrito resultante tuvo 2064 nucledtidos de
longitud.

Se disefaron todos los duplex de ARNip que compartieron el 100 % de identidad con todos los transcritos humanos
y de cino enumerados.

Se usaron quinientos ochenta y cinco ARNip candidatos en una busqueda exhaustiva contra el transcriptoma
humano (definido como el conjunto de registros de NM_ y XM_ dentro del conjunto de NCBI Refseq humano). Se
sintetizaron un total de 48 oligonucledtidos de ARNip derivados sentido (21-meros) y 48 antisentido (23-meros) y
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formaron duplex. Una lista detallada de secuencias de hebras codificantes y no codificantes de Sepinal se muestra
en las Tablas 1y 2.

Sintesis de ARNip

|. Procedimiento general de sintesis de ARN a escala pequefia y media

Se sintetizaron oligonucledtidos de ARN a escalas entre 0,2-500 pmol usando mondmeros de 5'-O-(4,4'-
dimetoxitritil)-2'-O-t-butildimetilsilil-3'-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropil)ffosforamidito comercialmente disponibles de
uridina, 4-N-acetilcitidina, 6-N-benzoiladenosina y 2-N-isobutiriiguanosina y los fosforamiditos de 2'-O-metilo y 2'-flior
correspondientes segun protocolos de sintesis de oligonucledtidos en fase sdlida estandar. Se prepararon las
disoluciones de amidito a concentracion 0,1-0,15 M y se us6 5-etiltio-1H-tetrazol (0,25-0,6 M en acetonitrilo) como
activador. Se introdujeron modificaciones del esqueleto de fosforotioato durante la sintesis usando disulfuro de
fenilacetilo 0,2 M (PADS) en lutidina:acetonitrilo (1:1) (v;v) o 3-(dimetilaminometilen)amino-3H-1,2,4-ditiazol-5-tiona
(DDTT) 0,1 M en piridina para la etapa de oxidacion. Después de completarse la sintesis, las secuencias se
escindieron del soporte solido y se desprotegieron usando metilamina seguido de trietilamina.3HF para eliminar
cualquier grupo protector de 2'-O-t-butildimetilsililo presente.

Para escalas de sintesis entre 5-500 ymol y secuencias completamente modificadas en 2' (2'-flior y/ o 2'-O-metilo o
combinaciones las mismas), los oligonucledtidos se desprotegieron usando 3:1 (v/v) etanol y amoniaco acuoso
concentrado (28-32 %) ya fuera a 35°C 16 h o 55 °C durante 5,5 h. Antes de la desproteccion del amoniaco, los
oligonucledtidos se trataron con piperidina 0,5 M en acetonitrilo durante 20 min sobre el soporte sélido. Se analizaron
los oligonucleotidos en bruto por CL-EM y HPLC de intercambio aniénico (IEX-HPLC). La purificacion de los
oligonucledtidos se llevé a cabo por IEX HPLC usando: fosfato 20 mM, 10 %-15 % de ACN, pH = 8,5 (tampdn A) y
fosfato 20 mM, 10 %-15 % de ACN, NaBr 1 M, pH = 8,5 (tampdn B). Las fracciones se analizaron para pureza por
HPLC analitica. Se reunieron las fracciones que contenian producto con pureza adecuada y se concentraron sobre
un evaporador rotatorio antes de la desalacion. Se desalaron las muestras por cromatografia de exclusién por
tamafio y se liofilizaron a sequedad. Se hibridaron cantidades molares iguales de hebras codificantes y no
codificantes en 1x tampén PBS para preparar los duplex de ARNip correspondientes.

Para escalas pequefias (0,2-1 pmol), la sintesis se realizd en un sintetizador MerMade 192 en un formato de 96
pocillos. En caso de secuencias completamente modificadas en 2' (2'-flior y/ o 2'-O-metilo o combinaciones las
mismas), los oligonucleétidos se desprotegieron usando metilamina a temperatura ambiente durante 30-60 min
seguido de incubacién a 60 °C durante 30 min o usando 3:1 (v/v) de etanol y amoniaco acuoso concentrado (28-
32 %) a temperatura ambiente durante 30-60 min seguido de incubacion a 40 °C durante 1,5 horas. Entonces se
precipitaron los oligonucleétidos en bruto en una disolucion de acetonitrilo:acetona (9:1) y se aislaron por
centrifugacion y decantacion del sobrenadante. El sedimento de oligonucleétidos en bruto se resuspendio en tampén
NaOAc 20 mM y se analiz6 por CL-EM y HPLC de intercambio aniénico. Se desalaron las secuencias de
oligonucledtidos en bruto en placas de 96 pocillos profundos en una columna de 5 ml HiTrap Sephadex G25 (GE
Healthcare). En cada pocillo se recogieron aproximadamente 1,5 ml de muestras correspondientes a una secuencia
individual. Estos oligonucleétidos desalados purificados se analizaron por CL-EM y cromatografia de intercambio
anionico. Se prepararon duplex hibridando cantidades equimolares de secuencias sentido y antisentido en un robot
Tecan. La concentracion de duplex se ajustoé a 10 uM en 1x tampoén PBS.

. Sintesis de oligonucledtidos conjugados con GalNAc para andlisis in vivo

Se sintetizaron oligonucledtidos conjugados con el ligando GalNAc en su extremo 3' a escalas entre 0,2-500 umol
usando un soporte sélido pre-cargado con un conector en forma de Y que llevaba un grupo hidroxi primario protegido
con 4,4'-dimetoxitritilo (DMT) para la sintesis de oligonucleétidos y un ligando GalNAc unido mediante un anclaje.

Para la sintesis de conjugados de GalNAc en las escalas entre 5-500 umol, se siguio el protocolo de sintesis anterior
para ARN con las siguientes adaptaciones: Para soportes de sintesis basados en poliestireno se us6 5 % de acido
dicloroacético en tolueno para la escisiéon de DMT durante la sintesis. La escision del soporte y desproteccion se
realizd como se ha descrito anteriormente. Se sintetizaron secuencias ricas en fosforotioato (normalmente > 5
fosforotioatos) sin eliminar el grupo 5-DMT terminal ("DMT sobre") y, después de la escision y desproteccion como
se ha descrito anteriormente, se purificaron por HPLC de fase inversa usando acetato de amonio 50 mM en agua
(tampon A) y acetato de amonio 50 mM en 80 % de acetonitrilo (tampoén B). Las fracciones se analizaron para
pureza por HPLC analitica y/o CL-EM. Se reunieron las fracciones que contenian producto con pureza adecuada y
se concentraron en un evaporador rotatorio. Se elimind el grupo de DMT usando 20 %-25 % de acido acético en
agua hasta la completitud. Se desalaron las muestras por cromatografia de exclusion por tamafio y se liofilizaron a
sequedad. Se hibridaron cantidades molares iguales de hebras codificantes y no codificantes en 1x tampon PBS
para preparar los duplex de ARNip correspondientes.

Para sintesis a pequefia escala de conjugados de GalNAc (0,2-1 pmol), que incluyen secuencias con multiples
enlaces fosforotioato, se aplicaron los protocolos descritos anteriormente para la sintesis de ARN o secuencias que
contienen completamente 2'-F/2'-OMe en la plataforma MerMade. La sintesis se realizé en pre-columnas rellenas
que contenian soporte de vidrio de poro controlado funcionalizado con GalNAc.
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Sintesis de ADNc usando el kit de transcripcion inversa de ADNc de alta capacidad de ABI (Applied Biosystems,
Foster City, CA, Cat N.° 4368813)

Se afiadié una mezcla maestra de 2 ul de 10X tampédn, 0,8 ul de 25X dNTP, 2 ul de cebadores aleatorios, 1 pl de
transcriptasa inversa, 1 pl de inhibidor de RNasa y 3,2 yl de H>O por reaccion en 10 yl de ARN total. Se generd
ADNCc usando un ciclador térmico Bio-Rad C-1000 o S-1000 (Hercules, CA) mediante las siguientes etapas: 25 °C 10
min, 37 °C 120 min, 85 °C 5 s, 4 °C mantenimiento.

Cultivo celular y transfecciones

Se cultivaron células Hep3B, HepG2 o HelLa (ATCC, Manassas, VA) a casi confluencia a 37 °C en una atmosfera de
5% de CO, en medio recomendado (ATCC) complementado con 10 % de FBS y glutamina (ATCC) antes de
desprenderse de la placa por tripsinizacion. Para los duplex cribados en formato de 96 pocillos, la transfeccion se
llevdé a cabo afiadiendo 44,75 pl de Opti-MEM mas 0,25 pl de Lipofectamine RNAiMax por pocillo (Invitrogen,
Carlsbad CA. Cat N.° 13778-150) a 5 pl de cada duplex de ARNip a un pocillo individual en una placa de 96 pocillos.
A continuacion, la mezcla se incubé a temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuacién se afnadieron
cincuenta ul de medio de crecimiento completo sin antibiético que contenia ~2 x 10* células a la mezcla de ARNip.
Para los duplex cribados en formato de 384 pocillos, se mezclaron 5 pl de Opti-MEM mas 0,1 ul de Lipofectamine
RNAiMax (Invitrogen, Carlsbad CA. Cat N.° 13778-150) con 5 ul de cada duplex de ARNip por pocillo individual. A
continuacion, la mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos, seguido de la adicion de 40 pl de
medio de crecimiento completo sin antibiético que contenia ~8 x 10° células. Las células se incubaron durante 24
horas antes de la purificacion del ARN. Se realizaron experimentos de dosis Unica a concentraciéon del duplex final
de 10 nM y 0,1 nM y se hicieron experimentos de dosis-respuesta a concentracion del duplex final de 10, 1,67, 0,27,
0,046, 0,0077, 0,0013, 0,00021, 0,00004 nM.

Transfecciéon de captacion libre

Se combinaron cinco pl de cada ARNip conjugado con GalNac en PBS con 3 x 10* hepatocitos de mono cinomolgo
criopreservados recientemente descongelados (In Vitro Technologies-Celsis, Baltimore, MD; lote N.° JQD)
resuspendidos en 95 pl de medio In Vitro Gro CP (In Vitro Technologies-Celsis, Baltimore, MD) en cada pocillo de
una placa de 96 pocillos 0 5 pl de ARNip y 45 pl de medio que contenia 1,2 x 10° células para el formato de placa de
384 pocillos. La mezcla se incubd durante aproximadamente 24 horas a 37 °C en una atmosfera de 5 % de COa. Los
ARNip se probaron a concentraciones finales de 500 y 10 nM.

Aislamiento de ARN total usando el kit de aislamiento de ARNm DYNABEADS (Invitrogen, pieza N.°: 610-12)

Se recogieron células y se lisaron en 150 yl de tampdn de lisis/uniodn, a continuacion se mezclaron durante 5 minutos
a 850 rpm usando una mezcladora térmica de Eppendorf (la velocidad de mezcla fue la misma durante todo el
proceso). Se afadieron diez microlitros de perlas magnéticas y 80 ul de mezcla de tampdn de lisis/union a una placa
de fondo redondo y se mezclaron durante 1 minuto. Las perlas magnéticas se capturaron usando un mecano
magnético y el sobrenadante se extrajo sin alterar las perlas. Después de extraer el sobrenadante, las células
lisadas se anadieron a las perlas restantes y se mezclaron durante 5 minutos. Después de extraer el sobrenadante,
las perlas magnéticas se lavaron 2 veces con 150 yl de tampo6n de lavado A y se mezclaron durante 1 minuto. Las
perlas se capturaron de nuevo y se extrajo el sobrenadante. A continuacion, las perlas se lavaron con 150 ul de
tampon de lavado B, se capturaron y se extrajo el sobrenadante. A continuacion, las perlas se lavaron con 150 pl de
tampon de elucion, se capturaron y se extrajo el sobrenadante. Las perlas se dejaron secar durante 2 minutos.
Después de secar, se afadieron 50 pl de tampdn de elucion y se mezclaron durante 5 minutos a 70 °C. Las perlas
se capturaron con un iman durante 5 minutos. Se extrajeron cincuenta pl de sobrenadante y se afiadieron a otra
placa de 96 pocillos.

Para el formato de 384 pocillos, las células se lisaron durante un minuto mediante la adicién de 50 ul de tampdn de
lisis/union. Se usaron dos pl de perlas magnéticas por pocillo. Se tomé en alicuotas el volumen requerido de perlas,
se capturd sobre un mecano magnético y se extrajo la disolucion de almacenamiento de perlas. A continuacion, las
perlas se resuspendieron en el volumen requerido de tampdn de lisis/union (25 pl por pocillo) y se afiadieron 25 ul de
suspension de perlas a las células lisadas. La mezcla de lisado-perla se incubé durante 10 minutos en
VibraTranslator al parametro N.° 7 (Union Scientific Corp., Randallstown, MD). Posteriormente, las perlas se
capturaron usando un mecano magnético, se extrajo el sobrenadante y las perlas se lavaron una vez con 90 ul de
tampon A, seguido de etapas de lavado individuales con 90 ul de tampén B y 100 uyl de tampdén de elucion. Las
perlas se pusieron en remojo en cada tampon de lavado durante ~1 minuto (no implicd mezcla). Después de la etapa
de lavado final, las perlas se resuspendieron en 15 pl de tampdn de eluciéon durante 5 minutos a 70 °C, seguido de la
captura de perlas y la extraccion del sobrenadante (hasta 8 pl) para la sintesis de ADNc y/o almacenamiento de
ARN purificado (-20 °C).

PCR en tiempo real

Se afnadieron dos uyl de ADNc a una mezcla maestra que contenia 0,5 ul de sonda TagMan de GAPDH humana
(catalogo de Applied Biosystems N.° 4326317E), 0,5 pl de sonda TagMan de SERPINA1 (catalogo de Applied
Biosystems N.° Hs00165475_m1) para experimentos de Hep3B o con ensayos de Tagman para GAPDH y
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SERPINA1 disefiados a medida para experimentos de PCH y 5 ul de mezcla maestra de la sonda Lightcycler 480
(catalogo de Roche N.° 04887301001) por pocillo en placas de 384 pocillos (catalogo de Roche N.° 04887301001).
Se hizo PCR en tiempo real en un sistema de PCR en tiempo real LC480 de Roche (Roche). Cada duplex se probo
en al menos dos transfecciones independientes con dos duplicados biolégicos cada uno, y cada transfeccion se
ensayo por duplicado.

Para calcular el cambio de veces relativo, se analizaron datos en tiempo real usando el método AACt y se
normalizaron a los ensayos realizados con células transfectadas con AD-19 5510 nM, o células transfectadas con
vector vacio. Para los ensayos de captacion libre, los datos se normalizaron a células tratadas con PBS o GalNAc-
1955 (mayor concentracion usada para compuestos experimentales). Se calcularon Clsp usando un modelo de ajuste
de 4 parametros usando XLFit y se normalizaron a células transfectadas con AD-1955 durante el mismo intervalo de
dosis, 0 a su propia dosis mas baja.

Las secuencias sentido y antisentido de AD-1955 son: SENTIDO: 5-cuuAcGcuGAGUAcuucGAdTsdT-3'
(SEQ ID NO: 33); y ANTISENTIDO: 5'-UCGAAGUACUCAGCGUAAGdTsdT-3' (SEQ ID NO: 40).

Los cebadores Tagman y sondas usados fueron los siguientes:

Cebadores y sondas de TagMan para Serpina1 y Gapdh de cinomolgo:

Serpinal:  Cebador directo: ACTAAGGTCTTCAGCAATGGG (SEQIDNO: 34); Cebador inverso:
GCTTCAGTCCCTTTCTCATCG (SEQIDNO: 35); sonda de TagMan: TGGTCAGCACAGCCTTATGCACG
(SEQ ID NO: 36)

Gapdh: Cebador directo: GCATCCTGGGCTACACTGA (SEQ ID NO: 37); Cebador inverso:
TGGGTGTCGCTGTTGAAGTC(SEQ ID NO: 38); sonda de TagMan: CCAGGTGGTCTCCTCC (SEQ ID NO: 39)

Tabla B: Abreviaturas de monémeros de nucleétido usados en la representacion de secuencias de acidos nucleicos.

Abreviatura Nucleétido(s)

A Adenosina-3'-fosfato

Af 2'-fluoroadenosina-3'-fosfato

Afs 2'-fluoroadenosina-3'-fosforotioato
As adenosina-3'-fosforotioato

c citidina-3'-fosfato

Cf 2'-fluorocitidina-3'-fosfato

Cfs 2'-fluorocitidina-3'-fosforotioato

Cs citidina-3'-fosforotioato

G guanosina-3'-fosfato

Gf 2'-fluoroguanosina-3'-fosfato

Gfs 2'-fluoroguanosina-3'-fosforotioato
Gs guanosina-3'-fosforotioato

T 5'-metiluridina-3'-fosfato

Tf 2'-fluoro-5-metiluridina-3'-fosfato
Tfs 2'-fluoro-5-metiluridina-3'-fosforotioato
Ts 5-metiluridina-3'-fosforotioato

u uridina-3'-fosfato

uf 2'-fluorouridina-3'-fosfato

Ufs 2'-fluorouridina-3'-fosforotioato
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Abreviatura Nucleétido(s)

Us uridina-3'-fosforotioato

N cualquier nucleostido (G, A, C, To U)

a 2'-O-metiladenosina-3'-fosfato

as 2'-O-metiladenosina-3'-fosforotioato

c 2'-O-metilcitidina-3'-fosfato

cs 2'-O-metilcitidina-3'-fosforotioato

g 2'-O-metilguanosina-3'-fosfato

gs 2'-O-metilguanosina-3'-fosforotioato

t 2'-O-metil-5-metiluridina-3'-fosfato

ts 2'-O-metil-5-metiluridina-3'-fosforotioato

u 2'-O-metiluridina-3'-fosfato

us 2'-O-metiluridina-3'-fosforotioato

dT 2'-desoxitimidina

dTs 2'-desoxitimidina-3'-fosforotioato

du 2'-desoxiuridina

s enlace fosforotioato

L96 N-[tris(GalNAc-alquil)-amidodecanoil)]-4-hidroxiprolinol Hyp-(GalNAc-alquilo)3
I inosina-3'-fosfato

Is inosina-3'-fosforotioato

dl 2'-desoxirriboinosina

dls 2'-desoxiinosina-3'-fosforotioato

Y34 2-hidroximetil-tetrahidrofurano-4-metoxi-3-fosfato (2'-OMe furanosa abasica)
Y34s 2-hidroximetil-tetrahidrofurano-4-metoxi-3-fosforotioato (2'-OMe furanosa abasica)
P 5'-fosfato

Ejemplo 1. Sintesis de oligonucledtidos conjugados con GalNAc

Se disefiaron una serie de duplex de ARNip que abarcan la secuencia de ARNm de Serpina1, se sintetizaron y
conjugaron un GalNAc trivalente en el extremo 3 de la hebra codificante usando las técnicas descritas anteriormente.
Las secuencias de estos duplex se muestran en la Tabla 1. Estas mismas secuencias también se sintetizaron con
diversas modificaciones de nucleétidos y se conjugaron con un GalNAc trivalente. Las secuencias de los duplex
modificados se muestran en la Tabla 2.
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Ejemplo 2. Cribado in vitro e in vivo.

Se evalué un subconjunto de estos duplex para eficacia en ensayos de dosis Unica como se ha descrito
anteriormente. La Tabla 3 muestra los resultados de un cribado de dosis Unica en hepatocitos primarios de ratéon
(Hep3b) transfectados con los ARNi modificados conjugados con GalNAC indicados y los resultados de cribado por
captacion libre de dosis Unica en hepatocitos primarios de Cynomolgus (PCH) con los ARNi modificados conjugados
con GalNAC indicados. Los datos se expresan como fraccion de mensajero que queda con respecto a las células
tratadas con AD-1955, un control no de direccionamiento para experimentos de Hep3B, o con respecto a células
intactas para experimentos de PCH.

Tabla 3. Cribado de eficacia de Serpina1 por captacion libre en células Hep3b primarias y en hepatocitos primarios
de mono Cynomolgus (PCH).

Transfeccion (Hep3b) Captacion libre (PCH)
10 nM 0,1 nM 10 nM 500 nM

Promedio DE Promedio DE Promedio DE Promedio DE
AD-58681 2,7 0,8 4,2 0,5 72,7 9,8 42,1 4,6
AD-59084 2,1 0,2 6,2 0,6 74,5 10,1 54,2 13,3
AD-59060 1,2 0,4 6,5 0,3 87,4 8,7 69,5 4,5
AD-59054 2,2 1,4 7,2 0,7 59,1 10,8 50,3 5,0
AD-59072 1,3 0,3 7,7 0,2 87,6 6,4 86,2 9,9
AD-59048 1,1 0,4 8,1 0,4 72,9 19,5 46,4 5,8
AD-59062 1,4 0,0 9,2 0,6 77,9 11,6 64,9 11,0
AD-59078 1,8 0,0 12,1 0,2 89,2 9,3 71,1 3,2
AD-59056 1,8 0,1 20,2 1,8 88,9 13,4 83,7 8,5
AD-59091 3,8 0,5 26,6 41 89,7 15,0 75,6 75
AD-59083 2,3 0,6 27,2 25 94,5 9,1 74,5 11,9
AD-59073 3,7 0,7 27,3 2,3 101,5 15,7 85,1 18,9
AD-59066 5,9 1,7 31,5 3.4 106,2 25,3 28,2 27,1
AD-59059 2,9 0,7 32,9 3.4 101,3 10,4 84,9 18,0
AD-59070 7.4 1,0 33,9 6,6 87,5 9,3 80,1 13,2
AD-59063 3,0 0,3 35,0 3,9 99,3 4,9 91,1 7,9
AD-59069 5,6 0,5 39,6 3,5 90,5 19,6 100,4 7,3
AD-59082 5,0 2,3 41,3 1,8 89,2 27,3 87,8 3,9
AD-59088 5,2 0,2 41,5 2,1 96,4 17,1 96,2 18,2
AD-59080 8,2 1,8 41,8 2,1 94,3 4,9 93,4 15,0
AD-59058 6,4 0,7 43,9 0,3 112,1 12,7 92,5 8,6
AD-59090 5,8 0,5 44.8 0,8 119,3 14,6 100,2 26,7
AD-59057 6,2 0,3 47,5 0,9 95,2 7,8 76,1 5,8
AD-59051 7,0 0,3 52,2 4.4 89,4 2,8 82,0 13,6
AD-59065 12,7 1,4 60,1 4.4 94,1 9,7 90,6 5,9
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Transfeccion (Hep3b) Captacion libre (PCH)
10 nM 0,1 nM 10 nM 500 nM

Promedio DE Promedio DE Promedio DE Promedio DE
AD-59087 7,7 1,0 62,1 4,7 92,3 6,8 72,6 10,4
AD-59075 9,3 2,3 62,9 2,0 101,7 10,6 99,0 18,8
AD-59092 14,6 4,0 65,5 1,7 87,4 17,3 94,1 21,2
AD-59081 10,9 2,3 68,2 24 115,1 18,4 106,1 11,8
AD-59064 11,0 0,1 71,6 4,5 91,3 14,7 87,2 10,3
AD-59052 21,8 2,6 78,6 24 99,9 9,2 88,9 17,5
AD-59076 14,5 4,2 79,4 1,5 84,9 27,2 101,7 10,8
AD-59068 48,1 1,6 81,8 25 100,2 19,7 107,1 25,8
AD-59089 30,4 0,6 82,6 9,0 87,3 11,9 89,1 3,7
AD-59093 23,5 0,2 85,2 5,4 72,1 48,5 103,0 13,2
AD-59061 38,1 2,2 86,5 4.4 100,3 13,3 102,3 9,0
AD-59074 38,9 5,4 86,6 3,0 106,5 10,3 100,6 14,7
AD-59079 45,1 0,8 87,6 4,8 100,5 17,4 92,1 33,3
AD-59071 58,6 1,0 96,2 7,1 82,3 25,8 110,7 2,2
AD-59086 78,3 1,1 96,3 41 93,1 7,3 97,1 17,0
AD-59094 96,6 2,7 102,1 0,8 75,2 52,7 76,9 7,9
AD-59085 99,3 3,7 102,5 4.4 94,1 10,0 102,4 16,3
AD-59067 88,7 0,8 103,7 0,9 118,5 17,2 108,9 30,3
AD-59053 98,5 4,7 103,7 1,9 98,7 14,8 96,4 8,1
AD-59077 100,5 8,2 104,8 1,6 88,0 32,5 88,1 41

Los valores de Clsg para duplex seleccionados por transfeccion en Hep3B primarias se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Valores de Clso de Serpina1 para duplex seleccionados por transfeccion en la linea celular humana Hep3B.

Duplex CI50 (nM)
AD-58681 0,031
AD-59054 0,128
AD-59062 0,130
AD-59084 0,143
AD-59048 0,146
AD-59072 0,197
AD-59056 0,408
AD-59078 0,600
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Duplex CI50 (nM)

AD-59066 0,819

AD-59060 1,883

Se evalué un subconjunto de estos duplex para eficacia in vivo en ratones transgénicos que expresaban la forma Z-
AAT de Serpinal humana (véase, por ejemplo, Dycaico, et al. (1988) Science 242:1409-12; Carlson, et al. (1989) J
Clin Invest 83:1183-90; Perfumo, et al. (1994) Ann Hum Genet. 58:305-20. Esto es un modelo establecido de
enfermedad del higado asociada a deficiencia de AAT. Brevemente, se inyectaron ratones transgénicos por via
subcutanea con una dosis Unica de 20 mg/kg de ARNi enumerados en la Tabla 5 en el Dia 0. Se recogio suero en
los Dias -10, -5, 0, 3, 5, 7, 10 y 17 y se determiné la cantidad de proteina Serpina1 circulante usando un ensayo de
ELISA especifico de ser humano. Los resultados de estos analisis se representan en la Figura 1. Como se indica en
la Figura 1, AD-58681-6PS fue el mas eficaz en reducir los niveles de proteina Serpinal en suero en estos ratones.

Tabla 5.

AD-54330.2 | A-111587.3 | sentido GfuCfcAfaCfaGfCfAfcCfaAfuAfuCfuUfL96 (SEQ ID NO: 393)

A-111588.3 | antisentido | aAfgAfuAfuUfgGfugcUfgUfuGfgAfcsUfsg (SEQ ID NO: 394)

AD-58681.1 A-119065.1 | sentido GfsusCfcAfaCfaGfCfAfcCfaAfuAfuCfuUfL96 (SEQ ID NO: 395)

A-119066.1 | antisentido | asAfsgAfuAfuUfgGfugcUfgUfuGfgAfcsUfsg (SEQ ID NO: 396)

AD-58682.1 A-119065.1 | sentido GfsusCfcAfaCfaGfCfAfcCfaAfuAfuCfuUfL96 (SEQ ID NO: 397)

A-119067.1 | antisentido | asAfsgAfsuAfsuUfgGfugcUfgUfsuGfgAfcsUfsg (SEQ ID NO: 398)

AD-58683.1 A-119068.1 | sentido GsusccAAcAGcAccAAuAucuul96 (SEQ ID NO: 399)

A-119067.1 | antisentido | asAfsgAfsuAfsuUfgGfugcUfgUfsuGfgAfcsUfsg (SEQ ID NO: 400)

Ejemplo 3. Eficacia de si-AAT en ratones transgénicos.

Se probaron in vivo cinco duplex de ARNip, como se describe en los ejemplos precedentes, con valores bajos de
CI50 para eficacia. Se inyectaron los duplex de ARNip a 10 mg/kg en ratones transgénicos que expresaban el alelo
Z-AAT humano, un modelo establecido de enfermedad del higado asociada a deficiencia de AAT. Los ratones se
administraron en el dia 0 y se siguié AAT humana en suero durante 21 dias después de la dosis (Figura 2A). Cada
punto representa un promedio de tres ratones y las barras de error reflejan la desviacion estandar. Los ratones se
sacrificaron en el dia 21 y sus higados se procesaron para medir niveles de ARNm. El grafico muestra ARNm de
hAAT normalizado a GAPDH para cada grupo (Figura 2B). Las barras reflejan el promedio y las barras de error
reflejan la desviacion estandar. Como se indica en las Figuras 2A y 2B, AD59054 fue el mas eficaz en reducir los
niveles de ARNm de hAAT en los ratones.

Ejemplo 4. Supresién de AAT duradera en un modo sensible a la dosis

Se midio la eficacia del duplex de ARNip AD-59054 en el modelo de animal transgénico de enfermedad del higado
asociada a deficiencia de AAT por administracion de diferentes dosis del duplex de ARNip AD-59054 por via
subcutanea. Se extrajo suero en diferentes intervalos de tiempo para medir los niveles de proteina hAAT en suero
usando ELISA especifico de AAT humana. La curva de eficacia que muestra la maxima inactivacion lograda en la
prueba de diferentes dosis en ratones se representa en la Figura 3A. Cada punto es un promedio de tres animales y
las barras de error representan la desviacion estandar. La duracion de la inactivacién después de una dosis Unica de
ARNip de AAT a 0,3, 1, 3 o 10 mg/kg se muestra en la Figura 3B. Cada punto de datos es un promedio de tres
animales y las barras de error reflejan la desviacion estandar. Se normalizaron los niveles de hAAT al promedio de
tres sangrados previos para cada animal. EI ARNip se administré en PBS, por tanto el grupo de PBS sirve de control
para reflejar la variabilidad en los niveles de hAAT en suero. La administracion subcutanea de ARNip de AAT
condujo a inhibicién dependiente de la dosis de hATT en suero, con inhibicion maxima de >95 % observada a una
dosis de 3 mg/kg. Una dosis unica de 1 mg/kg mantuvo niveles del 40 % de hAAT durante al menos 15 dias.
También se administraron animales con AD-59054 a una dosis de 0,5 mg/kg dos veces a la semana (Figura 3C). La
dosis de repeticion conduce a una respuesta acumulada y superior al 90 % de supresion de proteina. Cada punto de
datos es un promedio de cuatro animales y las barras de error reflejan la desviacion estandar.
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Ejemplo 5. Disminucion de la incidencia de tumor con reduccion en Z-AAT.

Ratones transgénicos que expresan Z-AAT humana desarrollan tumores con la edad. Este experimento se disefid
para determinar si la administracion cronica de estos ratones envejecidos con un ARNip de la invencion podia
disminuir la incidencia de tumor en los ratones. Especificamente, ratones envejecidos (25-46 semanas de edad) con
higados fibréticos fueron cronicamente administrados con duplex de ARNip AD-58681 parad disminuir la incidencia
de tumor de higado. Los animales fueron administrados por via subcutanea cada dos semanas (Q2W) con PBS o
10 mg/kg de ARNip de AAT durante 11 dosis y se sacrificaron 7 dias después de la Ultima dosis (Figura 4A). Se
midieron los niveles en higado de ARNm de hAAT, ARNm de Col1a2 y ARNm de PtPrc en grupos de control y
tratados. Los animales tratados con ARNip de AAT mostraron mas del 90 % de disminucion en los niveles de ARNm
de hAAT (Figura 4B). Se midi6 ARNm de Col1a2 como marcador de fibrosis y los niveles de este marcador
disminuyeron en animales tratados con ARNip de AAT (Figura 4C). Se midi®6 ARNm de PtPrc (CD45) como
marcador para la presencia de células inmunitarias (Figura 4D). Hay mas infiliracion de células inmunitarias en
higados enfermados y, como se muestra en la Figura 4D, los niveles de ARNm de PtPrc disminuyeron
significativamente cuando los animales se trataron con ARNip de AAT.

Se recogieron muestras de suero después de la primera dosis para monitorizar el grado de supresion de AAT. Todos
los animales tratados con ARNip de AAT mostraron menos del 5 % de proteina AAT residual y una dosis Unica
mantuvo los niveles de AAT por debajo del 80 % durante 14 dias antes de administrar la siguiente dosis (Figura 5A).
La Tabla 6 proporciona observaciones de los animales en el momento del sacrificio (dia 132). Animales transgénicos
administrados con el duplex de ARNip presentaron incidencia tumoral reducida cuando se compararon con animales
de control no tratados. Especificamente, cuatro de los seis animales tratados con PBS mostraron tumores en los
higados, mientras que solo uno de los seis animales tratados con ARNip de AAT mostré un tumor de higado. Se
calcul6 que el valor de p para la diferencia en la incidencia de tumor por la prueba de la t era 0,045. La Figura 5B y
Figura 5C muestran tincion con PAS de secciones de higado de dos comparfieros de camada tratados con ya fuera
PBS o ARNip de AAT. Los puntos de color mas oscuro representan los globulos o agregados de Z-AAT. Estos datos
indican que el duplex de ARNip es eficaz en disminuir los niveles de Z-AAT en ratones transgénicos y los reducidos
niveles de Z-AAT muestran un beneficio fisiolégico en forma de higados mas sanos.

Tabla 6.

Tratamiento | Animal N.° Observacion
4734 higado palido
4737 tumor grande en el I6bulo lateral izquierdo, ~5 mm de diametro
4754 higado palido, tumor de 2 mm en el I6bulo caudado, muchas lesiones en el 2° I6bulo

auxiliar
PBS
4759 higado oscuro, tumor de 1,5 mm en el I6bulo caudado, lesiéon de 1 mm en el I6bulo
medial derecho, multiples lesiones de 1 mm en 1° [6bulo auxiliar

4771 tumor de 3 mm en el I6bulo lateral izquierdo
4775 higado oscuro
4748 higado oscuro
4756 higado palido, tumor de 3 mm en el I6bulo caudado
4760 higado oscuro

AAT-ARNip
4770 nada anormal
4772 nada anormal
4776 nada anormal

Ejemplo 6. Optimizacion de moléculas de partida de AD-59054

Como se ha descrito anteriormente, se demostré que AD-59054 suprimia duraderamente AAT de una manera
sensible a la dosis in vivo. Sin embargo, la secuencia de nucleétidos de AD-59054 abarca una region en ARNm de
AAT que incluye un polimorfismo prevalente de un solo nucleétido (SNP) (N.° de acceso de SNP de referencia:
rs1303 (véase, por ejemplo, www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP)). Especificamente, la localizacién de SNP se
corresponde con el nucledtido en la posicion 6 (5' a 3') en la hebra no codificante de AD-59054 (es decir, dentro de la
region semilla de AD-59054). Por consiguiente, como desapareamientos dentro de la regiéon semilla pueden conducir
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a efectos inespecificos y/o pérdida de eficacia, se prepararon duplex adicionales que tenian diversas bases en la
posicion 6 (5' a 3') de la hebra no codificante basandose en la secuencia de AD-59054. EI ARNm diana lleva una A
correspondiente a la posicion 6 (5' a 3') de la hebra no codificante de AD-59054. Las secuencias de estos duplex se
proporcionan en la Tabla 7. La Tabla 8 proporciona las secuencias de estos mismos duplex que tienen diversas
modificaciones quimicas y conjugados con un GalNAc trivalente.

Se evaluaron estos duplex modificados para eficacia en un cribado por captacion libre de dosis Unica en hepatocitos
primarios de ratéon (Hep3B), como se ha descrito anteriormente. ARNm de células Hep3B lleva una C en la posicion
correspondiente a la posicién 6 (5' a 3') de la hebra no codificante de AD-59054. Los valores de Clsg para los duplex
se muestran en la Tabla 8. Sorprendentemente, como se demuestra alli, se toleré un Unico desapareamiento dentro
de la regién semilla en la posicién 6 para todas las bases, excepto C.

También se evalud un subconjunto de estos duplex para eficacia in vivo. Se inyectaron ratones transgénicos que
expresaban el alelo Z-AAT humana (y que tiene una A en el ARNm correspondiente a la posicion 6 (5' a 3') de la
hebra no codificante de AD-59054) con 1,0 mg/kg de AD-59054, AD-61719, AD-61700, AD-61726 o AD-61704 en el
dia 0 y la AAT humana de suero, medida como se ha descrito anteriormente, fue seguida durante 14 dias después
de la dosis (Figura 6). Cada punto representa un promedio de tres ratones y las barras de error reflejan la desviacion
estandar. Como se demuestra en la figura 6, AD-61719 y AD-61704 cumplen, ademas de AD-59054 parental.

Tabla 7.
Nombre Sentido (5' -> 3') SEQID NO: Antisentido (5' -> 3') SEQID NO:

de duplex

AD-59054 | CUUCUUAAUGAUUGAACAAAA | 401 UUUUGUUCAAUCAUUAAGAAGAC | 409
AD-61704 | CUUCUUAAUGAUUGACCAAAA | 402 UUUUGGUCAAUCAUUAAGAAGAC | 410
AD-61708 | CUUCUUAAUGAUUGAUCAAAA | 403 UUUUGAUCAAUCAUUAAGAAGAC | 411
AD-61712 | CUUCUUAAUGAUUGAGCAAAA | 404 UUUUGCUCAAUCAUUAAGAAGAC | 412
AD-61719 | CUUCUUAAUGAUUGACCAAAA | 405 UUUUGIUCAAUCAUUAAGAAGAC | 413
AD-61700 | CUUCUUAAUGAUUGACCAAAA | 406 UUUUGNUCAAUCAUUAAGAAGAC | 414
AD-61726 | CUUCUUAAUGAUUGAACAAAA | 407 UUUUGNUCAAUCAUUAAGAAGAC | 415
AD-61716 | CUUCUUAAUGAUUGAACAAAA | 408 UUUUGNUCAAUCAUUAAGAAGAC | 416

Ejemplo 7. Optimizacion de moléculas de partida de AD-59054

Se prepararon duplex adicionales basados en la secuencia de AD-59054, que incluye AD-61444. Se proporcionan
las secuencias sentido y antisentido modificadas y sin modificar de AD-61444 en la Tabla 9.

Tabla 9.
Nombre de Sentido sin modificar (5' -> 3') Antisentido sin modificar (5' -> 3')
daplex
CUUCUUAAUGAUUGAACAAAA UUUUGUUCAAUCAUUAAGAAGAC
(SEQ ID NO: 417) (SEQ ID NO: 419)
AD-61444
Sentido modificado (5' -> 3') Antisentido modificado (5' -> 3')
csusucuuaauGfAfuugaacaaaal 96 usUfsuUfgUfuCfaAfucaUfuAfaGfaAfgsasc
(SEQ ID NO: 418) (SEQ ID NO: 420)

95




ES 2676 146 T3

"OpRUSSHUY/OPRUSS 'SV/S |

€€€'0 9et | osesBjyejoejynineonyeonpyeABiNNsiNsn 8Z¥ | 967VeIVEIDRIVBINNIVIDINEIVNININSNS}D odiseqe SNO-Z 91219-av
(Ip/V :SV/IS)

6500 Gevy | osesBjyejoejynjnednjyeonipbinnsinsn /2y | 96 VeIVeIO_VBINNIVIOINEIVNIN2INSNSID | (eulsoulixosap) 1P 9z.19-av
(IP/0 :,SV/S)

1600 vey | osesBjvejoejyninesnjyeonipbinnsinsn 9zZv | 96 TVENVEIDAVBINNIVIOINEIVNININSNSID | (Bulsoulixosap) 1P 0019-av

8800 €ey osesBjyejoejynjnesnjyeonibnnsjnsn GZv | 96 TVENVEIDAVBINNIVIOINEIVNININSNSIO (euisoun) | 6L219-aV

6611 zey | osesbjyejoejynineonjyejonjobinnsinsn vy | 96 WVelveobivBinnivioinevnNaNsnso 0 zL/19-av

10 ey | osesByvejoepynineonyveonvbinnsinsn €2¥ | 96VEIVEONIVBINNIVIDINEIVNINAINSNSID Vv | 80/L9-QV

2010 0E¥ | osesbjvejoeiyninesnyyeonyobinnsinsn 22y | 96 VENVEIONVBINNIVIOINEIVNININSNSD D) ¥0/19-QV

8600 62y | osesBjyejoeiynineonjyeioninbinnsinsn l2v | 96 TVeVeEIDBIVBINNVIDINENVNNNSNS)D | (ejussed ojsandwiod) N ¥5065-AV

elpaw

‘ON ‘ON xajdnp
0519 | aib3as (. <- .S) opnuasnuy aioas (.€ <- .5) opnuag 9 uoidisod e| us aseg | ap aiquoN

‘8 E|qEL

96



10

15

20

25

30

35

40

ES 2676 146 T3

Ejemplo 8. Administracion de primate no humano con AD-59054, AD-61719 y AD-61444

Se probaron AD-59054, AD-61719 y AD-61444 para eficacia en primates no humanos administrando a los primates
una dosis Unica de 1 mg/kg o 3 mg/kg de AD-59054, AD-61719 o AD-61444. Se recogieron muestras de suero cinco
dias antes de la administracion, en el dia 0, y en los dias 3, 7, 10, 15, 20 y 30 después de la administracion para
monitorizar el grado de supresion de AAT midiendo los niveles de proteina hAAT en suero usando ELISA especifico
de AAT humana. No hubo cambios en los niveles de citocinas o quimiocinas en el suero de los animales
administrados con cualquiera de los compuestos, y ninguna reaccién del sitio de inyeccion o problemas de salud
relacionados con el farmaco se asociaron a la administracion de los compuestos. La Figura 7 muestra que una dosis
Unica de 1 mg/kg de AD-59054, AD-61719 o AD-61444 (7A) o una dosis Unica de 3 mg/kg de AD-59054, AD-61719 o
AD-61444 (7B) produce una reduccion dependiente de la dosis y duradera de la proteina AAT.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> ALNYLAM PHARMACEUTICALS, INC.

<120> COMPOSICIONES DE ARNi DE SERPINA1Y METODOS DE USO DE LAS MISMAS

<130> 121301-00620

<140> NUEVA SOLICITUD
<141> SIMULTANEAMENTE CON LA PRESENTE

<150> 61/989.028
<151> 06-05-2014

<150> 61/979.727
<151> 15-04-2014

<150> 61/898.695
<151>01-11-2013

<150> 61/826.125
<151> 22-05-2013

<160> 436

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211> 3220
<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 1

acaatgactce
gcagcgtagyg
ataactgggg
cactgcttaa
acctgggaca
ggcctgtget
aagacagata
ctggctgagt
atcttettet
gctgacactc
gctcagatcc
ctccagctga
tttttggagg
accgaagagg

gtggatttgg

cttteggtaa
cgggcgactc
tgaccttggt
atacggacga
gtgaatcgac
gcctggtccce
catcccacca
tcgectteag
ccccagtgag
acgatgaaat
atgaaggctt
ccaccggcaa
atgttaaaaa
ccaagaaaca

tcaaggaget
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gtgcagtgga
agatcccagc
taatattcac
ggacagggcc
aatgeccgtet
tgtctccctg
tgatcaggat
cctataccege
catcgctaca
cctggaggge
ccaggaactc
tggcctgttce
gttgtaccac
gatcaacgat

tgacagagac

agctgtacac
cagtggactt
cagcagcctc
ctgtctectce
tetgtetegt
gctgaggatc
cacccaacct
cagctggeac
gactttgeaa
ctgaatttca
ctccgtaccce
ctcagcgagg
tcagaagcct
tacgtggaga

acagtttttg

98

tgeccaggeca
agcccctgtt
ccccgttgee
agcttcaggce
ggggcatecct
cccagggaga
tcaacaagat
accagteccaa
tgeteotecct
acctcacgga
tcaaccagcc
gcctgaagct
tcactgtcaa
agggtactca

ctctggtgaa

aagcgtccgg
tgctcectceg
cctctggatce
accaccactg
cctgetggea
tgctgcccag
cacccccaac
cagcaccaat
ggggaccaag
gattccggag
agacagccag
agtggataag
cttcggggac
agggaaaatt

ttacatctte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€600

660

720

780

840

S00



tttaaaggea
gtggaccagg
cagcactgta
gccatettet
gatatcatca
aaactgtcca
aaggtcttca
tccaaggeeg
gccatgtttt
tttgtettct
aatcccaccee
ctccectggat
cctcecccatgt
acagtgctgt
tgctgggett
tctggaggge
aggaaccaga
atcccceact
aaggctgecc
atctgeagea
gactcgggcc
agcccattct
ccagaaagcc
ggtctetget
aagaccatta
ctcaggaagg
ccccogeaac
tetttgtgee
gcaggaggct
aaggecctge
cetgeteocet

aaactaatct

aatgggagag
tgaccaccgt
agaagctgtc
toctgectga
ccaagttcct
ttactggaac
gcaatggggc
tgecataagge
tagaggccat
taatgattga
aaaaataact
gacattaaag
tttectctgag
cttocgggece
gaatccaggg
tccagtette
taccagccat
cceccceace
tcetggggge
acacaagaga
ctgcacctect
ccatggggca
tcacatatct
ttgttttcke
ccctatatcce
ccattgcaag
cactecettt
tgttgctgte
gttcctgaat
taaaggacac
cagtetetac

aggaatcact
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accctttgaa
gaaggtgect
cagctgggtg
tgaggggaaa
ggaaaatgaa
ctatgatctg
tgacctctce
tgtgectgace
acccatgtct
acaaaatacc
gecteteget
aagggttgag
tecteocctttg
cctgaactgt
gggactgaat
cttgtcctgt
gaccccagge
cagagttgect
cccagaactg
gaggacaatg
caggcacttc
acaaggacac
ccgtttagaa
tatctcooctec
cttctecteoe
gactcctcag
cetectotga
cctgecagtcet
agecectgty
agcagecagg
caggaatgge

gtctaaccac

gtcaaggaca
atgatgaagc
ctgctgatga
ctacagcace
gacagaaggt
aagagcgtcc
ggggtcacag
ategacgaga
atcccececeg
aagtctcecce
cctcaacece
ctggtccetg
cctgectgagg
gttcatggag
cctcagetta
cttggagtcc
tccaccaage
catcctgcca
cetgategtg
tectectett
tggaaaatga
ctattctgte
tcaggtccct
tecagacttga
ctagtcacat
ctatgggaga
gteccegactg
tcagagggece
gtaagggeca
aagtecceoctyg
cttgtectat

tcactgtecat

99

ccgaggaaga
gtttaggcat
aatacctggg
tggaaaatga
ctgccagett
tgggtcaact
aggaggcacc
aagggactga
aggtcaagtt
tetteatggg
tocecceteecat
cctgecatgtg
ctgtatgtgg
catctggctg
cggacctggg
ccaagaagga
atcttcatgt
gggctggctg
ccgtggeccea
gaccegetgt
ctgaggcaga
cttgtectte
tctceccaga
ccaggcccag
ggccataggc
ggaagcacat
gggccacatg
accgecageto
ggagagtcct
ggccectage
ggaaggcact

gaatgtgtac

ggacttccac
gtttaacatc
caatgccacc
actcacceac
acatttacce
gggcatcact
cctgaagctc
agetgetggg
caacaaaccc
aaaagtggtg
coctggecee
actgtaaatc
gcteoccaggta
ggtaggcaca
cccatctgtt
atcacagggg
ccecectgete
tgccecaccee
gttttgtgge
cacctaacea
ttcttceotga
catcgetgee
tgaagaggag
caggocceag
ctgctgatgg
cacccattga
cagcctgact
cagtgeccacg
tecatcctec
tgaaggacag
gocccatece

ttaaaggatg

%860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820
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aggttgagtce
catgattcag
agcottactea
agceccetag
tceccoectgac
gctagtaaga

cccattagaa

<210> 2
<211> 3199
<212> ADN

ataccaaata
tctaatcaat
ctgacagect
gatgacacca
agctgtgtga
cetgectttyg

cagagaataa

<213> Homo sapiens

<400> 2

tgggcaggaa
gtcectgaget
ctgcoctgeocag
tectgtgecet
atgccgtcett
gtetecectgg
gatcaggatc
ctataccgee
ategetacag
ctggagggee
caggaactcce
ggectgttec
ttgtaccact
atcaacgatt
gacagagaca
ccctttgaag
aaggtgccta
agctgggtge
gaggggaaac
gaaaatgaag

tatgatctga

ctgggcactg
gaaccaagaa
gaattccagg
gecagaagaqg
ctgtctegtg
ctgaggatcc
acccaacctt
agctggcaca
cctttgeaat
tgaatttcaa
tcegtaccect
tcagegaggyg
cagaageett
acgtggagaa
cagtttttge
tcaaggacac
tgatgaageqg
tgctgatgaa
tacagcacct
acagaaggte

agagcgtect
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gtgatttcga
ggataccgac
ttecactecteco
gacctgagag
ccttcgtgaa
agttggtatg

atagaactac

tgcccaggge
ggaggagggyg
ttggagggge
acagagettyg
gggcatccte
ccagggagat
caacaagatc
ccagtccaac
goetateactyg
cctcacggag
caaccagcca
cctgaageta
cactgtcaac
gggtactcaa
tctggtgaat
cgaggaagag
tttaggcatg
atacctgggc
ggaaaatgaa
tgecagetta

gggtcaactg

tagttcaaaa
tgttteccecac
acaaatacat
tctgaagace
gtcgeccaaac
atgttcaagt

atttcttgea

atgcactgce
gtcgggocte
ggcaacctcoe
aggagagett
ctgctggeag
gctgececcaga
acccccaace
agcaccaata
gggaccaagyg
atteccggagg
gacagccagce
gtggataagt
tteggggaca
gggaaaattg
tacatettet
gacttccacg
tttaacatce
aatgccaccyg
ctecacccacy
catttaceca

ggcatcacta

100

tggtgaaatt
acaagtctcc
taaagatatg
tggatccaag
ctctctgage

tagataacaa

tcecacgeage
cgaggaaggce
tgecagectt
gaggagagca
gcctgtgetg
agacagatac
tggctgagtt
tcttecttcte
ctgacactca
ctcagatecca
tccagectgac
ttttggagga
cogaagagygce
tggatttggt
ttaaaggcaa
tggaccaggt
agcactgtaa
ccatcttcett
atatcatcac
aactgtecat

aggtcttecag

agcaattcta
tgttctctta
gocatcacca
ttetgacttt
cccagtcatt

aatgtttata

aaccctcaga
ctagecegetg
caggecactc
ggaaaggaca
cctggtecect
atcccaccat
cgccttcage
cccagtgagce
cgatgaaate
tgaaggette
caccggcaat
tgttaaaaag
caagaaacag
caaggagett
atgggagaga
gaccaccgtg
gaagctgtce
cctgectgat
caagttoctyg
tactggaace

caatggggcet

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3220

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260



gacctcteeg
gtgctgacca
cccatgteta
caaaatacca
cctotegete
agggttgage
ctcoecetttge
ctgaactgtyg
ggactgaate
ttgtcctgtc
accccaggcet
agagttgetc
ccagaactgc
aggacaatgt
aggcacttct
caaggacacc
cgtttagaat
atctcctcct
ttctecctece
acteoctcage
ctcctetgag
ctgcagtctt
gecectgtgg
gcagccagga
aggaatggcec
tctaaccact
tgatttegat
gataccgact
tcactctcca
acctgagagt

cttogtgaag

gttggtatga

tagaactaca

<210>3
<211> 3513

gggtcacaga
tcgacgagaa
toecceeocega
agtcteccet
ctecaaccect
tggtocctge
ctgctgagge
ttecatggage
ctecagettac
ttggagtccc
ccaccaagca
atcctgccag
ctgatcgtge
cctectettyg
ggaaaatgac
tattctgtee
caggtecett
cagacttgac
tagtcacatg
tatgggagag
tececegactgg
cagagggcca
taagggccag
agteccecctgg
ttgtecctatg
cactgtcatg
agttcaaaat
gtttecccaca
caaatacatt
ctgaagacct

tecgecaaace

tgttcaagtt

tttettgea
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ggaggcacce
agggactgaa
ggtcaagtte
cttcatggga
coccteocate
ctgcatgtga
tgtatgtggg
atetggetgg
ggacctggge
caagaaggaa
tcttcatgte
ggctggetgt
cgtggeccag
acccgetgte
tgaggcagat
ttgtccttee
ctcecccagat
caggcccagc
gccataggce
gaagoacate
ggccacatge
ccgcagctce
gagagtcoctt
gcccctaget
gaaggcactyg
aatgtgtact
ggtgaaatta
caagtctecct
aaagatatgg
ggatccaagt

tctetgagee

agataacaaa atgtttatac ccattagaac agagaataaa

ctgaagctet
gctgetgggg
aacaaaccct
aaagtggtga
ccetggecece
ctgtaaatee
ctoccaggtaa
gtaggecacat
ccatctgttt
tcacagggga
cccetgetca
gcccacccca
ttttgtggca
acctaaccag
tcttecectgaa
atcgetgecc
gaagaggagyg
aggccccaga
tgctgatggce
acccattgac
agcctgactt
agtgccacgg
ccatcecteca
gaaggacagc
ccccatecca
taaaggatga
gcaattctac
gttctettaa
ccatcaccaa
tctgactttt

ccagtecattg

101

ccaaggcegt
ccatgttttt
ttgtettett
atcccacccea
teceoctggatg
ctoccatgtt
cagtgctgtc
gctgggettg
ctggagggct
ggaaccagat
tceccecacto
aggctgecct
tctgcagecaa
actcgggece
gcccattcte
cagaaagccet
gtetatgett
agaccattac
tcaggaaggc
ccocgeoaace
ctttgtgeet
caggaggcetg
aggeocctget
ctgctecete
aactaatcta
ggttgagtca
atgattcagt
gcttactcecac
gcccectagg
ceccctgaca

ctagtaagac

gcataaggcet
agaggccata
aatgattgaa
aaaataactg
acattaaaga
ttetctgagt
ttecgggecce
aatccagggg
ccagtetteoe
accagccatg
ccececcacec
cctggggygcec
cacaagagag
tgcacctete
catggggcaa
cacatatctce
tgttttatet
cctatatccc
cattgcaagg
cctecettte
gttgetgtee
ttcctgaata
aaaggacaca
cgtetctace
ggaatcactyg
taccaaatag
ctaatcaatyg
tgacagcctt
atgacaccag
getgtgtgac

ctgectttga

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

20490

2100

2160

2220

2280

23490

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3198



<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

tgggcaggaa
gtcctgaget
ctgetgecag
tcetgtgect
gcagtaagtc
cagtggaaca
cccagagact
tgagccaggt
taaatacgga
acagtgaatc
gctgeectggt
atacatccca
agttcgectt
tctccccagt
ctcacgatga
tccatgaagg
tgaccaccgg
aggatgttaa
aggccaagaa
tggtcaagga
gcaaatggga
aggtgaccac
gtaagaagct
tcttectgee
tcaccaagtt

ccattactgg

ctgggcactg
gaaccaagaa
gaattccagg
gecagaagaqg
ttcagcatca
gccactaagg
gtctgactca
acaatgactc
cgaggacagyg
gacaatgceg
ceetgtotee
ccatgatcag
cagcctatac
gagcatcgct
aatcctggag
cttccaggaa
caatggectyg
aaagttgtac
acagatcaac
gcttgacaga
gagacccttt
cgtgaaggtg
gtccagetgg
tgatgagggy
cctggaaaat

aacctatgat
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tgecccaggge
ggaggagggyg
ttggaggggc
acagagettg
ggcattttgg
attctgcagt
cgccacccce
ctttcgeage
geceetgtete
tettetgtet
ctggctgagy
gatcacccaa
cgccagcectgg
acagcctttg
ggcctgaatt
ctccteccegta
ttoctcageg
cactcagaag
gattacgtgg
gacacagttt
gaagtcaagg
cctatgatga
gtgctgetga
aaactacagc
gaagacagaa

ctgaagageg

atgcactgce
gtcgggocte
ggcaacctea
aggagagett
ggtgactcag
gagagcagaqg
tccaccttgg
ctcecececegtt
ctcagettca
egtggggcat
atcecccaggyg
ccttcaacaa
cacaccagtc
caatgctctc
tcaacctcac
ccctcaacca
agggcctgaa
cottcactgt
agaagggtac
ttgctetggt
acaccgagga
agegtttagg
tgaaatacct
acctggaaaa
ggtctgecag

tecctgggtea

102

tccacgeage
cgaggaaggc
tgccageett
gaggagagca
taaatggtag
ggccagetaa
acacaggacg
gcececctetgg
ggcaccacca
cctectgetyg
agatgctgeca
gatcaccccc
caacagcace
cctggggacc
ggagattccg
gccagacage
gctagtggat
caactteggyg
tcaagggaaa
gaattacate
agaggacttc
catgtttaac
gggcaatgcc
tgaactcacc
cttacattta

actgggeate

aaccctcaga
ctagecegetg
caggcecacte
ggaaagggcg
atcttgctac
gtggtactet
ctgtggtttce
atccactgct
ctgacctggg
geaggectgt
cagaagacag
aacctggctg
aatatcttct
aaggctgaca
gaggctcaga
cagctccagc
aagtttttgg
gacaccgaag
attgtggatt
ttctttaaag
cacgtggace
atccagcact
accgecatct
cacgatatca
cocaaactgt

actaaggtct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



tcagcaatgg
ccgtgeataa
ttttagaggc
tcttaatgat
cccaaaaata
gatgacatta
tgttttctct
tgtctteoggg
cttgaatcca
ggcteecagte
agataccage
actcceoecece
ccctectggg
gcaacacaag
gccctgeacco
tctceocatggg
gcctcacata
gectttgtitt
ttaccctata
aggccattge
aaccecctecec
geectgttget
gctgttcctg
tgotaaagga
cctcegtete
tctaggaatc
gtcataccaa
cagtctaatc
tcactgacag
taggatgaca
gacagctgtg

agacctgcct

ggctgaccte
ggctgtgetg
catacccatg
tgaacaaaat
actgcctcte
aagaagggtt
gagtctcecct
ccccctgaac
ggggggactyg
ttecttgtee
catgacceeca
acccagagtt
ggccccagaa
agagaggaca
tctcaggecac
gcaacaagga
tcteegttta
ctectatctce
tcecttetee
aaggactcct
tttccteocte
gtececctgeag
aatagccecct
cacagcagec
taccaggaat
actgtctaac
atagtgattt
aatggatacc
cetttcacte
ccagacctga
tgacecttegt

ttgagttggt
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tecggggtcea
accatcgacg
totatecececee
accaagtcte
gctcctcaac
gagctggtce
ttgecctgetg
tgtgtteatg
aatcctcage
tgtcttggag
ggctecacca
gctcatecetg
ctgcctgatc
atgtcctect
ttctggaaaa
cacctattct
gaatcaggte
tectcagact
tecctagtca
cagctatggg
tgagtcccga
tettcagagg
gtggtaaggg
aggaagtocce
ggccttgtece
cactcactgt
cgatagttca
gactgtttec
tccacaaata
gagtctgaag
gaagtcgcca

atgatgttca

cagaggaggc
agaaagggac
ccgaggtcaa
ccctetteat
ccecteoeccte
ctgcctgeat
aggctgtatg
gagcatctgg
ttacggacct
tccccaagaa
agcatcttea
ccagggctgg
gtgccgtgge
cttgaccecge
tgactgaggc
gtecttgtcce
cctteteece
tgaccaggee
catggccata
agaggaagca
ctggggccac
gccaccgceag
ccaggagagt
ctgggccoct
tatggaaggc
catgaatgtg
aaatggtgaa
cacacaagtc
cattaaagat
acctggatec
aacctetetg

agttagataa

gaacagagaa taaatagaac tacatttett geca

<210> 4
<211> 3236
<212> ADN

acccctgaag
tgaagctgcet
gttcaacaaa
gggaaaagtg
catccctgge
gtgactgtaa
tgggctccag
ctgggtagge
gggcccatct
ggaatcacag
tgtececcetg
ctgtgcccac
ccagttttgt
tgtcacctaa
agattcttec
ttccateget
agatgaagag
cagcaggcceo
ggectgctga
catcacccat
atgcagcctg
cteccagtgee
ccttccatce
agctgaagga
actgccceat
tacttaaagg
attagcaatt
tcetgttete
atggcecatca
aagttctgac
agceccecagte

caaaatgttt

103

ctetccaagg
ggggecatgt
cocctttgtct
gtgaatcecca
ccceteectg
atcccteocca
gtaacagtgc
acatgetggg
gtttctggag
gggaggaacc
ctecatccceoe
cccaaggetg
ggcatctgca
ccagactegg
tgaagcccat
gccccagaaa
gagggtctct
cagaagacca
tggctcagga
tgacceccoege
acttctttgt
acggcaggag
tccaaggccc
cagecctgete
cccaaactaa
atgaggttga
ctacatgatt
ttaagcttac
ccaageceee
ttttcecect
attgctagta

atacccatta

1620
1680
1740
1800
1860
1520
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3480

3513



<213> Homo sapiens

<400> 4

tgggcaggaa
gtocectgaget
ctgetgecag
tcetgtgect
gacattgctg
catcectectg
gyggagatget
caagatcacc
gtccaacage
ctcecetgggg
cacggagatt
ccagccagac
gaagctagtg
tgtcaacttc
tactcaaggyg
ggtgaattac
ggaagaggac
aggcatgttt
cctgggcaat
aaatgaactc
cagcttacat
tcaactggge
ggcacccctg
gactgaagct
caagttcaac
catgggaaaa

ctcecatecct

ctgggcactg
gaaccaagaa
gaattccagg
gcocagaagaqg
ctgctgctca
ctggcaggec
goccagaaga
cccaacctgg
accaatatcet
accaaggctg
coggaggete
agccagctec
gataagtttt
ggggacaccyg
aaaattgtgg
atcttettta
ttccacgtgg
aacatccagc
gocaccgeca
acccacgata
ttacccaaac
atcactaagg
aagctctcca
gctggggeca
aaaccctttg
gtggtgaate

ggececcctee

ES 2676 146 T3

tgeoccaggge
ggaggaggogyg
ttggaggggc
acagagcttyg
ctcagttcca
tgtgetgeet
cagatacatc
ctgagttege
tetteteece
acactcacga
agatccatga
agctgaccac
tggaggatgt
aagaggccaa
atttggtcaa
aaggcaaatyqg
accaggtgac
actgtaagaa
tottetteoct
tcatcaccaa
tgtccattac
tcttcagecaa
aggccgtgca
tgtttttaga
tettettaat
ccacccaaaa

ctggatgaca

atgcactgce
gtegggecte
ggcaacctee
aggagagcett
caggacaatg
ggtccctgte
ccaccatgat
cttcagecta
agtgagecatc
tgaaatcctg
aggctteocag
cggcaatgge
taaaaagttg
gaaacagatc
ggagcttgac
ggagagaccce
caccgtgaag
gctgtececage
gectgatgag
gttcctggaa
tggaacctat
tggggctgac
taaggctgtg
ggccatacce
gattgaacaa
ataactgect

ttaaagaagg

104

tcecacgeage
cgaggaagge
tgecageett
gaggagagca
ccgtettetg
tccctggetg
caggatcace
taccgecage
gctacageet
gagggcctga
gaacteocteoce
ctgttecteca
taccactcag
aacgattacg
agagacacag
tttgaagtca
gtgcctatga
tgggtgetge
gggaaactac
aatgaagaca
gatctgaaga
ctcteccgggg
ctgaccatcg
atgtctatcc
aataccaagt
ctegetecte

gttgagcetgg

aaccctcaga
ctageegetg
caggccacte
ggaaaggtgg
tctegtgggg
aggatccceca
caaccttcaa
tggcacacca
ttgeaatget
atttcaacct
gtacectcaa
gcgagggect
aagccetteac
tggagaaggg
tttttgetet
aggacaccga
tgaagegttt
tgatgaaata
agcacctgga
gaaggtctge
gcgtecectggg
tcacagagga
acgagaaagg
ccececegaggt
cteceoceectott
aaccectece

tecctgectg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



10

catgtgactyg
atgtgggctce
tggctgggta
coctgggecea
gaaggaatca
tcatgtccee
tggetgtgee
ggcccagttt
cgctgtcacc
ggcagattect
tacttecate
cccagatgaa
gcccagcagg
ataggecctge
gcacatcace
cacatgcagc
cagctecagt
agtcctteeca
cctagctgaa
ggcactgcce
gtgtacttaa
gaaattagca
gtctcectgtt
gatatggcca
tccaagttet
ctgageccaca

taacaaaatg

<210>5
<211> 3532
<212> ADN

taaatcccte
caggtaacag
ggcacatget
toctgtttctg
caggggagga
ctgctcatee
caccecaagyg
tgtggcatct
taaccagact
tectgaagece
gotgocccag
gaggagggtc
ccccagaaga
tgatggectea
cattgaccec
ctgacttctt
gccacggcag
tcctecaagg
ggacagcctg
catcccaaac
aggatgaggt
attectacatg
ctcttaaget
tcaccaagecc
gacttttece
gteattgeta

tttataccca

<213> Homo sapiens

<400> 5

tgggcaggaa ctgggcactg tgcccaggge atgcactgee tcecacgcage aaccctcaga

ES 2676 146 T3

ccatgtttte
tgetgtette
gggcttgaat
gagggctcca
accagatacc
cccactccee
ctgeecteet
gcagcaacac
cgggccctge
cattctecat
aaagcctcac
tectgetttgt
cecattaccct
ggaaggccat
cgcaaceect
tgtgcetgtt
gaggcetgtte
ccctgetaaa
cteccteegt
taatctagga
tgagtcatac
attcagteota
tactcactga
ccctaggatg
cetgacaget
gtaagacctg

ttagaacaga

tctgagtcte
gggceccectyg
¢ccagggggga
gtcttecettg
agccatgace
cccacccaga
gggggcceca
aagagagagg
acctctcagg
ggggcaacaa
atatecteecgt
tttctctate
atateccette
tgcaaggact
cectttecte
gctgtecectg
ctgaatagee
ggacacagca
ctctaccagg
atcactgtct
caaatagtga
atcaatggat
cagecctttcea
acaccagacc
gtgtgacett
cotttgagtt

gaataaatag

105

cctttgeetg
aactgtgtte
ctgaatcocte
toctgtettg
ccaggctcoca
gttgctcatce
gaactgectyg
acaatgtcct
cacttctgga
ggacacctat
ttagaatcag
tecctectecag
toectecectag
ccteocagetat
ctctgagtee
cagtcttcag
cctgtggtaa
gccaggaagt
aatggccttg
aaccactcac
tttcgatagt
accgactgtt
ctectccacaa
tgagagtctg
cgtgaagteg
ggtatgatgt

aactacattt

ctgaggetgt
atggagcatc
agcttacgga
gagtccccaa
ccaagcatct
ctgccaggge
ategtgecgt
cctcttgacc
aaatgactga
totgteettg
gtecettete
acttgaccag
tcacatggec
gggagaggaa
cgactgggge
agggccaccyg
gggccaggag
ccecectgggee
tcectatggaa
tgtcatgaat
tcaaaatggt
taccacacaa
atacattaaa
aagacctgga
ccaaacctet
tcaagttaga

cttgeca

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3236

60



gtecctgaget
ctgctgecag
tocbtgtgect
gacattgctg
attttggggt
ctgcagtgag
cacccccteo
cccctotgga
gcaccaccac
ctcectgetgg
gatgctgcce
atcaccccca
aacagcacca
ctggggaccea
gagattccgg
ccagacagec
ctagtggata
aacttcgggg
caagggaaaa
aattacatct
gaggacttec
atgtttaaca
ggcaatgeca
gaactcacce
ttacatttac
ctgggecatca
cccctgaage
gaagctgcetg
ttcaacaaac
ggaaaagtgyg

atcecetggece

gaaccaagaa
gaattccagg
gocagaagaqg
ctgectgetea
gactcagtaa
agcagagyggce
accttggaca
tccactgett
tgacctgygga
caggcctgtg
agaagacaga
acctggctga
atatcttctt
aggctgacac
aggctcagat
agctecaget
agtttttgga
acaccgaaga
ttgtggattt
tectttaaagy
acgtggacca
tccagcactg
ccgecatett
acgatatcat
ccaaactgte
ctaaggtctt
tctecaagge
gggccatgtt
cctttgtett
tgaatcccac

cecteoeoctgg

ES 2676 146 T3

ggaggagggg
ttggaggggce
acagagcttg
ctecagtteca
atggtagate
cagcetaagtyg
caggacgctg
aaatacggac
cagtgaatcg
ctgecectggte
tacatcccac
gttcgeette
ctceoccecagtg
tcacgatgaa
ccatgaagge
gaccacegge
ggatgttaaa
ggccaagaaa
ggtcaaggag
caaatgggag
ggtgaccace
taagaagctg
ctteoctgect
caccaagtte
cattactgga
cagcaatqggg
cgtgcataag
tttagaggce
cttaatgatt
ccaaaaataa

atgacattaa

gtegggecte
ggcaacctcc
aggagagcett
cagggcggea
ttgetaceaq
gtactctece
tggtttctga
gaggacaggg
acaatgoegt
cctgtetecc
catgatcagg
agcctatacce
agcatcgcta
atcctggagg
ttccaggaac
aatggcctgt
aagttgtace
cagatcaacg
cttgacagag
agaccetttg
gtgaaggtge
tccagetggg
gatgagggga
ctggaaaatg
acctatgate
gctgacctcet
getgtgetga
atacccatgt
gaacaaaata
ctgecteteg

agaagggttg

106

cgaggaaggc
tgccagectt
gaggagagca
gtaagtette
tggaacagecc
agagactgte
gccagcagec
cocctgtetee
cttetgtete
tggctgagga
atcacccaac
gccagcetgge
cagcctttge
geetgaattt
tcctccgtac
tcetcagega
actcagaage
attacgtgga
acacagtttt
aagtcaagga
ctatgatgaa
tgctgctgat
aactacagca
aagacagaag
tgaagagegt
ccocggggtcac
ccatcgacga
ctatcececcee
ccaagtctec
ctectcaace

agctggtece

ctagecegetg
caggccactc
ggaaaggtgy
agcatcagge
actaaggatt
tgactcagge
tcececegttg
tcagettecag
gtggggcatc
tcceccaggga
cttcaacaag
acaccagtcc
aatgctectce
caacctcacg
cctcaaccag
gggcctgaag
ctteactgte
gaagggtact
tgctctggtg
caccgaggaa
gegtttagge
gaaatacctg
cctggaaaat
gtctgecage
cetgggtcaa
agaggaggca
gaaagggact
cgaggtcaag
cctettecatg
coteocecteo

tgectgeatg

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

8490

900

3960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



10

tgactgtaaa

gggctcocagg
tgggtaggca
ggcccatetg
gaatcacagg
gtcccectge
tgtgeccace
cagttttgtg
gtcacctaac
gattcttecet
tacategetg
gatgaagagg
agcaggcccece
gcctgetgat
atcacceatt
tgcagcctga
tccagtgeca
cttcecatecct
gctgaaggac
ctgccecate
acttaaagga
ttagcaatte
cctgttotet
tggccatcac
agttetgact
gocecagtca

aaaatgttta

<210> 6
<211> 3340
<212> ADN

tceecteccat
taacagtget
catgctggge
tttectggagg
ggaggaacca
tcatccccca
ccaaggetge
gcatctgcag
cagactcggg
gaagceccatt
coccagaaag
agggtctctg
agaagaccat
ggctcaggaa
gacccocogea
cttectttgtg
cggecaggagyg
ccaaggeect
agecctgctec
ccaaactaat
tgaggttgag
tacatgatte
taagcttact
caagcccecect
tttoceoccoctyg
ttgctagtaa

tacccattag

<213> Homo sapiens

<400> 6

ES 2676 146 T3

gttttctetg
gtecttecggge
ttgaatccag
gctccagtet
gataccagcec
ctccececcea
ccteetgggyg
caacacaaga
ccctgcacct
ctocatgggg
cctcacatat
ctttgtttte
taccctatat
ggccattgca
accectecct
cctgttgctg
ctgttccectga
gctaaaggac
ctecgtetet
ctaggaatca
tcataccaaa
agtctaatca
cactgacagc
aggatgacac
acagetgtgt
gacctgecett

aacagagaat

agtectecectt
cccctgaact
gggggactga
tocttgtect
atgaccccag
cccagagttg
gcooccagaac
gagaggacaa
ctcaggcact
caacaaggac
ctccgtttag
tctatctect
ccocttetect
aggactcctce
ttectectet
tccctgecagt
atagcccctg
acagcagecca
accaggaatyg
ctgtctaace
tagtgattte
atggataceg
ctttcactct
cagacctgag
gaccttegtyg
tgagttggta

aaatagaact

tgectgetga
gtgttcatgg
atcctcaget
gtcttggagt
gctocaccaa
ctcatcectge
tgectgateg
tgtcctecte
tctggaaaat
acctattctg
aatcaggtce
cctcagactt
ccctagtcac
agctatggga
gagtccegac
cttcagaggg
tggtaaggge
ggaagtecee
gecettgtect
actcactgtc
gatagttcaa
actgtttece
ccacaaatac
agtctgaaga
aagtcgecaa
tgatgttcaa

acatttettg

ggctgtatgt
agcatectgge
tacggacctg
ccccaagaag
gcatctteat
cagggctgge
tgcegtggee
ttgacccgct
gactgaggca
toecttgtect
ctteotececa
gaccaggcce
atggccatag
gaggaagcac
tggggeccaca
ccaccgcage
caggagagtce
tgggceccta
atggaaggca
atgaatgtgt
aatggtgaaa
acacaagtet
attaaagata
cctggatceca
acctetotga
gttagataac

ca

tgggcaggaa ctgggcactg tgcccaggge atgcactgee tcecacgcage aaccctcaga

107

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3532

60



gtcctgaget
ctgctgececag
tcetgtgect
gacattgetg
cactgcttaa
acctgggaca
ggectgtget
aagacagata
ctggctgagt
atcttettet
gctgacacte
gctcagatcc
ctccagctga
tttttggagg
accgaagagg
gtggatttgg
tttaaaggeca
gtggaccagg
cagcactgta
gocatettet
gatatcatca
aaactgtceca
aaggtcttca
tocaaggecog
gccatgtttt
tttgtcttct
aatcccaccce
ctocectggat
cctcececatgt
acagtgetgt
tgetgggett

tctggaggge

gaaccaagaa
gaattccagg
gccagaagag
ctgetgetea
atacggacga
gtgaatcgac
gcectggteece
catcccacca
tcgecttcag
ccecagtgag
acgatgaaat
atgaaggctt
ccaccggcaa
atgttaaaaa
ccaagaaaca
tcaaggagct
aatgggagag
tgaccaccgt
agaagctgtc
toctgectga
ccaagttcct
ttactggaac
gcaatggggc
tgcataagge
tagaggccat
taatgattga
aaaaataact
gacattaaag
tttectectgag
cttegggeee
gaatccaggg

tocagtette

ES 2676 146 T3

ggaggagggg
ttggagggge
acagagcttg
ctecagtteca
ggacagggcc
aatgcegtet
tgtcteecctg
tgatcaggat
cctatacege
catcgctaca
cotggaggge
ccaggaactc
tggecctgttc
gttgtaccac
gatcaacgat
tgacagagac
accctttgaa
gaaggtgcct
cagctgggtg
tgaggggaaa
ggaaaatgaa
ctatgatctg
tgacctctcc
tgtgeotgace
acccatgtct
acaaaatacc
gecteteget
aagggttgag
tecteectttg
cctgaactgt
gggactgaat

cttgtectgt

gtecgggecte
ggcaacctce
aggagagctt
cagcagecte
ctgtctececte
tctgteotegt
gctgaggatc
cacccaacct
cagctggecac
gcctttgeaa
ctgaattteca
ctcecgtacece
ctcagcgagg
tcagaagcct
tacgtggaga
acagtttttg
gtcaaggaca
atgatgaage
ctgctgatga
ctacagecacce
gacagaaggt
aagagcgtce
ggggtcacag
atcgacgaga
atcccceoeoeog
aagtctcecc
cctcaacece
ctggtccetg
cetgctgagy
gttcatggag
cetecagetta

cttggagtcce

cgaggaaggc
tgccagcecctt
gaggagagca
coecegttgee
agcttcagge
ggggcatcet
cccagggaga
tcaacaagat
accagtccaa
tgeteteecet
acctcacgga
tcaaccagec
gcctgaaget
tcactgtcaa
agggtactca
ctctggtgaa
ccgaggaaga
gtttaggcat
aatacctgygg
tggaaaatga
ctgccagett
tgggtcaact
aggaggcacc
aagggactga
aggtcaagtt
tcttcatggg
teececctecat
cctgeatgtg
ctgtatgtgy
catctggetg
cggacctggg

ccaagaagga

108

ctagccgetg
caggccactc
ggaaaggtgg
ceoteotggate
accaccactg
cetgetggea
tgctgeceag
cacccccaac
cagcaccaat
ggggaccaag
gatteceggag
agacagccag
agtggataag
cttecggggac
agggaaaatt
ttacatecttc
ggacttccac
gtttaacatc
caatgccace
actcacceac
acatttaccc
gggcatcact
cctgaagectc
agctgetggg
caacaaaccc
aaaagtggtg
coctggecee
actgtaaate
getccaggta
ggtaggcaca
cccatetgtt

atcacagggg

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
$00
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520

1880



10

aggaaccaga
atccceccact
aaggctgeec
atctgeagea
gactogggec
agcccattet
ccagaaagec
ggtetetget
aagaccatta
ctcaggaagg
cccoeoocgeaac
tctttgtgee
gcaggaggct
aaggccctge
cctgetcect
aaactaatct
aggttgagtce
catgattcag
agcttactea
agccccctag
teccectgac
gctagtaaga

cccattagaa

<210>7
<211> 3495
<212> ADN

taccagccat
cceccccace
tcetggggge
acacaagaga
ctgoacctot
ccatggggea
tcacatatcet
ttgttttecte
cectatatee
ccattgcaag
ccecteecttt
tgttgectgte
gttecctgaat
taaaggacac
ccgtctctac
aggaatcact
ataccaaata
tctaatcaat
ctgacagect
gatgacacca
agctgtgtga
cctgectttg

cagagaataa

<213> Homo sapiens

<400> 7

tgggcaggaa
gtectgaget
ctgetgecag
tactgtgect

gcagtaagtce

ctgggcactg
gaaccaagaa
gaattccagg
gocagaagag

ttecagcatca

ES 2676 146 T3

gaccccaggc
cagagttget
cccagaactyg
gaggacaatg
caggcadtte
acaaggacac
cegtttagaa
tatctecteo
cttetecteo
gactcctcag
cctecectctga
cctgecagtet
agcccoectgtg
agcagccagg
caggaatggc
gtctaaccac
gtgatttcga
ggataccgac
ttecacteteco
gacctgagag
ccttegtgaa
agttggtatg

atagaactac

tgcccaggge
g9aggagggg
ttggagggge
acagagattyg

ggcattttgg

tccaccaage
catceoctgeca
cctgategtg
toctectett
tggaaaatga
ctattectgte
tcaggteect
tcagacttga
ctagtcacat
ctatgggaga
gtccecgactg
tcagagggee
gtaagggcca
aagtccectyg
cttgtecectat
tcactgtcat
tagttcaaaa
tgtttecececac
acaaatacat
tctgaagacce
gtegecaaac
atgttcaagt

atttecttgea

atgcactgce
gtegggecte
ggcaacctec
aggagagett

ggtgactcag

109

atcttcatgt

gggctggctg
cogtggecca
gaccegetgt
ctgaggcaga
cttgtectte
tcteocccaga
ccaggeocag
ggccatagge
ggaagcacat
gggccacatg
accgcagetc
ggagagtecct
ggcccctage
ggaaggcact
gaatgtgtac
tggtgaaatt
acaagtctcc
taaagatatg
tggatccaag
ctectetgage

tagataacaa

tccacgeage
cgaggaaggc
tgecageett
gaggagagca

taaatggtag

cececetgete
tgcccaccec
gttttgtgge
cacctaacca
ttettectga
categectgee
tgaagaggag
caggeeccag
ctgetgatgg
cacccattga
cagcctgact
cagtgccacg
tccatectcee
tgaaggacag
gccccatcee
ttaaaggatg
agcaattcta
tgttctctta
gcecatcacca
ttctgacttt
cccagtecatt

aatgtttata

aaccctcaga
ctagecgetyg
caggecacte

ggaaagggcyg

atcttgetac

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3340

60

120

130

240

300



cagtggaaca
cccagagact
tgagccagca
gggeectgte
cegtettetgt
cactggetga
aggatcaccc
acagacagetb
ctacageectt
agggcctgaa
aactcctccg
tgttccteag
accactcaga
acgattacgt
gagacacagt
ttgaagtcaa
tgcctatgat
gggtgctgct
ggaaactaca
atgaagacag
atctgaagag
tctcecggggt
tgaccatcga
tgtctatece
ataccaagtc
tcgectcectea
ttgagetggt
ctttgeetge
actgtgttca
tgaatcctea

cctgtettgg

gccactaagg
gtctgactca
goecteocceeg
tectcagett
ctegtgggge
ggatccccag
aaccttcaac
ggcacaccag
tgcaatgete
tttcaaccte
taccctcaac
cgagggectyg
agccttcact
ggagaagggt
ttttgctctg
ggacacegag
gaagegttta
gatgaaatac
gcacctggaa
aaggtectgee
cgtectgggt
cacagaggag
cgagaaaggy
cccegaggte
tecectette
acccecteccce
cectgectge
tgaggctgta
tggagcatct
gcttacggac

agtcceccaag

ES 2676 146 T3

attctgcagt
cgccacccce
ttgoccctet
caggcacecac
atecteetge
ggagatgotyg
aagatcacce
tocaacagca
tecetgggga
acggagattc
cagccagaca
aagctagtgg
gtcaacttcg
actcaaggga
gtgaattaca
gaagaggact
ggcatgttta
ctgggcaatg
aatgaactca
agcttacatt
caactgggea
gcacccctga
actgaagectyg
aagttcaaca
atgggaaaag
tccatccectyg
atgtgactgt
tgtgggctce
ggctgggtag
ctgggeccat

aaggaatcac

gagagcagag
tccacecttgg
ggatccactg
cactgacctg
tggcaggect
cocagaagac
ccaacctgge
ccaatatett
ccaaggctga
cggaggctca
gccagctcoca
ataagttttt
gggacaccga
aaattgtgga
tcttctttaa
tccacgtgga
acatccagcoa
ccaccgccat
cccacgatat
tacccaaact
tcactaaggt
agctctccaa
ctggggceeat
aacecctttgt
tggtgaatce
gececectece
aaatcecctec
aggtaacagt
gcacatgctg
ctgtttetgg

aggggaggaa

110

ggccagctaa
acacaggacg
cttaaatacg
ggacagtgaa
gtgetgeectg
agatacatcc
tgagttegee
ctteteccea
cactcacgat
gatccatgaa
gctgaccacc
ggaggatgtt
agaggccaag
tttggteaag
aggcaaatgg
ccaggtgace
ctgtaagaag
cttcttcctg
catcaccaag
gteocattact
cttcagecaat
ggccgtgeat
gtttttagag
cttcttaatg
cacccaaaaa
tggatgacat
catgttttet
gctgtetteg
ggcttgaatc
agggctocag

ccagatacca

gtggtactct
ctgtggtttc
gacgaggaca
tcgacaatge
gtceecctgtet
caccatgate
ttcagcctat
gtgagecatcg
gaaatecctgy
ggcttccagg
ggcaatggcc
aaaaagttgt
aaacagatca
gagcttgaca
gagagaccct
accgtgaagg
ctgtecaget
cctgatgagg
ttcctggaaa
ggaacctatg
ggggctgace
aaggctgtge
gccataceca
attgaacaaa
taactgeccte
taaagaaggqg
ctgagtctec
ggcecccctga
caggggggac
tottecttgt

gccatgacee

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1929

1980

20490

2100

2160



10

caggctccac
ttgcteatece
aactgcctga
caatgtecte
acttotggaa
gacacctatt
tagaatcagg
ccotoctcaga
cetecectagt
ctcagctatg
tctgagtcce
agtcttcaga
ctgtggtaag
ccaggaagtce
atggeccttgt
accactcact
ttcgatagtt
ccgactgttt
tctecacaaa
gagagtctga
gtgaagtcge
gtatgatgtt

actacattte

<210> 8
<211> 3492
<212> ADN

caagcatctt
tgccaggget
tecgtgeogtg
ctettgacee
aatgactgag
ctgtccttgt
teccttetee
cttgaccagg
cacatggecca
ggagaggaag
gactggggcc
gggccaccgc
ggccaggaga
ccetgggecec
cctatggaag
gtcatgaatg
caaaatggtg
cccacacaag
tacattaaag
agacctggat
caaacctete
caagttagat

ttgca

<213> Homo sapiens

<400> 8

tgggcaggaa
gtoctgaget
ctgetgecag
tcetgtgect

gcagtaagtce

ctgggcactg
gaaccaagaa

gaattccagyg

ES 2676 146 T3

catgtecece
ggctgtgecec
gcccagtttt
getgtecacet
gcagattett
ccttecatcg
ccagatgaag
cocagecagge
taggectget
cacatcaccc
acatgcagce
agctcoccagtg
gteccttcoeat
ctagctgaag
gcactgcecce
tgtacttaaa
aaattagcaa
tcteoectgtte
atatggccat
ccaagttctg
tgageececag

aacaaaatgt

tgcccaggge
gga2ggagggg

ttggagggge

tgctecatcece
accccaaggce
gtggecatctg
aaccagacte
cctgaagece
ctgeocecceocaga
aggagggtcet
cccagaagac
gatggctcag
attgacccce
tgacttecttt
ccacggcagyg
cctccaagge
gacagcctge
atcccaaact
ggatgaggtt
ttctacatga
tcttaagcett
caccaagecc
acttttecee
tcattgetag

ttatacceat

atgcactgce
gtecgggeocte

ggcaacctac

ccactccece
tgeectectyg
cagcaacaca
gggcectgea
attcteocatg
aagcctcaca
ctgetttgtt
cattacccta
gaaggccatt
gcaacccctc
gtgecctgttg
aggctgttcc
cctgctaaag
tceetcocegte
aatctaggaa
gagtcatacc
ttcagtctaa
actcactgac
cctaggatga
ctgacagctg
taagacctge

tagaacagag

tccacgeage
cgaggaaggc

tgocageett

gccagaagag acagagcettg aggagagett gaggagagca

ttecagcatca

ggcattttgg

ggtgactcag

111

taaatggtag

ccacccagag
ggggccccag
agagagagga
cctcoteagge
gggcaacaag
tatcteegtt
ttetetatet
tatcecettet
gcaaggacte
cctttectce
ctgtececctge
tgaatagccce
gacacagcag
tctaccagga
tcactgtcta
aaatagtgat
tcaatggata
agcctttcac
caccagadct
tgtgaccttce
ctttgagttyg

aataaataga

aaccctcaga
ctageegetg
caggecacte

ggaaagggcyg

atcttgetac

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3495

60

120

180

240

300



cagtggaaca
cccagagact
tgagccagcc
ccctgtetee
cttctgtcte
tggctgagga
atcacccaac
gececagetgge
cagcctttge
gcctgaattt
tecteogtac
tcctcagega
actcagaagc
attacgtgga
acacagtttt
aagtcaagga
ctatgatgaa
tgectgectgat
aactacagca
aagacagaag
tgaagagcgt
ccggggtcac
ccatcgacga
ctateccoceocce
ccaagtctcc
ctcctecaacc
agctggteec
tgoctgotga
gtgttcatgy
atcctcoaget
gtettggagt

gctccaccaa

gccactaagg
gtectgactca
tcececgttg
toagettecag
gtggggcatc
tceccaggga
cttcaacaag
acaccagtec
aatgctctcc
caacctcacg
cctcaaccag
gggcctgaag
cttcactgtc
gaagggtact
tgctctggtg
caccgaggaa
gcegtttagge
gaaatacctg
cctggaaaat
gtetgecage
cctgggtcaa
agaggaggca
gaaagggact
cgaggtcaag
cctcttcatg
cctcceceteo
tgectgeatg
ggctgtatgt
agcatctggce
tacggacctg
ccccaagaag

gcatcttcat

ES 2676 146 T3

attctgcagt
cgccacceee
coccctetgga
gecaccaccac
ctecectgetgg
gatgctgeee
atcaccccca
aacagcacca
ctggggacca
gagattcegg
ccagacagee
ctagtggata
aacttcgggg
caagggaaaa
aattacatct
gaggacttcc
atgtttaaca
ggcaatgecca
gaactcaccc
ttacatttac
ctgggecatca
ceoctgaage
gaagctgctg
ttecaacaaac
ggaaaagtgg
atccctggeo
tgactgtaaa
gggetecoagg
tgggtaggca
ggcccatetg
gaatcacagg

gteccectge

gagagcagag
tccaccttgg
tccactgctt
tgacetggga
caggcctgtg
agaagacaga
acctggctga
atatcttett
aggctgacac
aggctcagat
agctccaget
agtttttgga
acaccgaaga
ttgtggattt
tctttaaagg
acgtggacca
teccagecactg
cegecatett
acgatatcat
ccaaactgte
ctaaggtctt
tecteocaagge
gggccatgtt
cetttgtett
tgaatcccac
ccctecectgg
teeccteceat
taacagtget
catgctggygc
tttetggagg
ggaggaacca

tcatccceca

ggccagctaa
acacaggacg
aaatacggac
cagtgaateg
ctgcectggte
tacatcccac
gttcgccttce
ctecccagtg
tcacgatgaa
ccatgaagge
gaccaccggc
ggatgttaaa
ggccaagaaa
ggtcaaggag
caaatgggag
ggtgaccacc
taagaagctg
cttecectgect
caccaagttc
cattactgga
cagcaatggg
cgtgecataag
tttagaggcc
cttaatgatt
ccaaaaataa
atgacattaa
gttttetetg
gtetteggge
ttgaatccag
gctecagtet
gataccagec

ctoecccecea

112

gtggtactct
ctgtggtttc
gaggacaggg
acaatgeegt
cctgteteee
catgatcagg
agcctatacc
agcatcgcta
atcctggagg
ttccaggaac
aatggcetgt
aagttgtacc
cagatcaacg
cttgacagag
agaccctttg
gtgaaggtge
tccagetggg
gatgagggga
ctggaaaatg
acctatgate
gctgacetet
gectgtgetga
atacccatgt
gaacaaaata
ctgcecteteg
agaagggttg
agtectceett
ccectgaact
gggggactga
tecttgtect
atgaccccag

cccagagttg

360
420
480
540
600
660
720
780
840
%00
%960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160

2220



10

ctecatectge
tgectgateg
tgtcctecte
tctggaaaat
acctattectg
aatcaggtcce
cctcagactt
ccctagtcac
agctatggga
gagtcccgac
cttcagaggg
tggtaaggge
ggaagtccee
goettgtoct
actcactgte
gatagttcaa
actgtttcce
ccacaaatac
agtctgaaga
aagtcgccaa
tgatgttcaa

acatttettg

<210>9
<211> 3510
<212> ADN

cagggctgge
tgcegtyggece
ttgacccget
gactgaggca
tccttgtect
cttecteccea
gaccaggcec
atggccatag
gaggaagcac
tggggccaca
ccaccgoagce
caggagagtc
tgggecccta
atggaaggca
atgaatgtgt
aatggtgaaa
acacaagtct
attaaagata
cctggatcca
acctetetga
gttagataac

ca

<213> Homo sapiens

<400> 9

tgggcaggaa
gtcctgaget
ctgetgecag
tectgtgect
gcagtaagtc

cagtggaaca

ctgggcactg
gaaccaagaa
gaattccagyg
gccagaagag
ttcagcatca

gccactaagg

ES 2676 146 T3

tgtgccecace
cagttttgtg
gtcacctaac
gattcttcet
tccatcgetg
gatgaagagg
agcaggecccce
goctgectgat
atcacccatt
tgcagcctga
tccagtgcca
cttcocatect
getgaaggac
ctgeeoccate
acttaaagga
ttagcaatte
cctgttetet
tggccatcac
agttctgact
gecoccagtea

aaaatgttta

tgcccaggge
ggaggagggg
ttggagggge
acagagettg
ggcattttgg

attctgcagt

ccaaggctge
gcatctgeag
cagactceggg
gaagcccatt
ccccagaaag
agggtctetg
agaagaccat
ggctcaggaa
gaccocegea
cttotttgtyg
cggcaggagyg
ccaaggccct
agectgetee
ccaaactaat
tgaggttgag
tacatgatte
taagcttact
caagcccect
tttecceectg
ttgctagtaa

tacccattag

atgcactgce
gtcgggecte
ggcaacctee
aggagagctt
ggtgactcag

gagagcagag

113

cctectgggg
caacacaaga
coctgeacet
ctcecatgggg
cctcacatat
ctttgtttte
taccctatat
ggccattgca
accectecet
cctgttgetg
ctgttcctga
gctaaaggac
ctecgtetet
ctaggaatca
tcataccaaa
agtctaatca
cactgacagc
aggatgacac
acagectgtgt
gacctgectt

aacagagaat

tccacgecage
cgaggaaggc
tgoecagectt
gaggagagca
taaatggtag

ggccagetaa

gocccecagaac
gagaggacaa
ctcaggcact
caacaaggac
cteegtttag
tctatectect
ccctteteet
aggactecte
ttectectet
tocctgeagt
atagcccctg
acagcagcca
accaggaatg
ctgtetaace
tagtgattte
atggataccg
ctttcactct
cagacctgag
gaccttcgtg
tgagttggta

aaatagaact

aaccctcaga
ctagcegctg
caggecacte
ggaaagggcyg
atcttgctac

gtggtactcet

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3492

60

120

180

240

300

360



cccagagact
tgagccaggt
atacggacga
gtgaatcgac
gectggtece
catcccacca
tegeettcag
ccacagtgag
acgatgaaat
atgaaggctt
ccaccggcaa
atgttaaaaa
ccaagaaaca
tecaaggaget
aatgggagag
tgaccacegt
agaagctgte
tcctgectga
ccaagttecct
ttactggaac
gcaatggggce
tgcataaggc
tagaggoecat
taatgattga
aaaaataact
gacattaaag
tttetetgay
cttegggece
gaatccaggg
tecagtette

taccagececat

gtctgacteca
acaatgactc
ggacagygcec
aatgcegtet
tgtetecetg
tgatcaggat
cctatacege
catcegctaca
cetggagggce
ccaggaactc
tggcectgttce
gttgtaccac
gatcaacgat
tgacagagac
accctttgaa
gaaggtgecet
cagetgggtg
tgaggggaaa
ggaaaatgaa
ctatgatctg
tgacectctee
tgtgctgace
acccatgtet
acaaaatacc
geeteteget
aagggttgag
tctecctttyg
cctgaactgt
gggactgaat
cttgteoetgt

gaccccaggce

ES 2676 146 T3

cgecaccece
ctttcgecte
ctgtctcocte
tectgtetegt
gctgaggate
cacccaacct
cagctggcac
goctttgeaa
ctgaatttca
ctcegtaccee
ctcagcgagyg
tcagaagect
tacgtggaga
acagtttttg
gtcaaggaca
atgatgaage
ctgetgatga
ctacagcacc
gacagaaggt
aagagegtce
ggggtcacag
atcgacgaga
atcceoeeecg
aagtctcece
cctcaacece
ctggtccctyg
cctgetgagyg
gttcatggag
cctcagectta
cttggagtee

tccaccaage

tccacecttgg
cccegttgece
agcttcagge
ggggcatect
cecagggaga
tcaacaagat
accagtccaa
tgctetcocceot
acctcacgga
tcaaccagcc
gcctgaagct
tcactgtcaa
agggtactca
ctetggtgaa
ccgaggaaga
gtttaggcat
aatacectggg
tggaaaatga
ctgecagett
tgggtecaact
aggaggcace
aagggactga
aggtcaagtt
tcttcatggg
tceectecat
cctgcatgtg
ctgtatgtgg
catctggetg
cggacetggyg
ccaagaagga

atctteatgt

114

acacaggacg
cctctggatce
accaccactg
cctgetggea
tgetgeceag
cacccccaac
cagcaccaat
ggggaccaag
gattocggag
agacagccag
agtggataag
cttcggggac
agggaaaatt
ttacatette
ggacttccac
gtttaacate
caatgecacce
actcacccac
acatttaccc
gggcateact
cctgaagete
agctgcectggg
caacaaaccc
aaaagtggtg
cectggecee
actgtaaatc
gcteoccaggta
ggtaggcaca
cccatctgtt
atcacagggy

cecceetgete

ctgtggttte
cactgcttaa
acctgggaca
ggectgtget
aagacagata
ctggctgagt
atcttettcet
getgacacte
gotcagateoe
ctccagctga
tttttggagg
accgaagagg
gtggatttgg
tttaaaggca
gtggaccagyg
cagcactgta
gacatettet
gatatcatca
aaactgtcca
aaggtcttca
tccaaggecyg
gccatgtttt
tttgtcttct
aatecccacce
ctecctggat
cctcoccatgt
acagtgetgt
tgctgggett
tcetggaggge
aggaaccaga

atcccccact

420

480

540

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



10

cceococecace
tcectggggge
acacaagaga
ctgeacctet
ccatggggea
tcacatatct
ttgttttcte
ccctatatce
ccattgcaag
cactecettt
tgttgctgte
gttcctgaat
taaaggacac
cogtetetac
aggaatcact
ataccaaata
tctaatcaat
ctgacagcct
gatgacacca
agctgtgtga
cetgectttg

cagagaataa

<210>10
<211> 3303
<212> ADN

cagagttget
cccagaactg
gaggacaatg
caggcactte
acaaggacac
cegtttagaa
tatctcctee
cttctectee
gactectcag
cctcetetga
cctgecagtcot
agccectgtg
agcagccagyg
caggaatgge
gtetaaccae
gtgatttcga
ggataccgac
ttcactctce
gacctgagag
ccttegtgaa
agttggtatg

atagaactac

<213> Homo sapiens

<400> 10

tgggcaggaa
gtcctgaget
ctgctgecag
tcctgtgect
ctecccegtt

ctcagcttca

ctgggcactg
gaaccaagaa
gaattccagg
gccagaagag
goecctetgyg

ggcaccacca

ES 2676 146 T3

catcctgeca
cctgategtyg
tectectett
tggaaaatga
ctattctgtce
tcaggtecet
tcagacttga
ctagtcacat
ctatgggaga
gtcccgactyg
tcagagggcco
gtaagggcca
aagtccecetg
cttgtoctat
tcactgteat
tagttcaaaa
tgtttcccac
acaaatacat
tctgaagacc
gtcgeccaaac
atgttcaagt

atttcttgea

tgeccagggcoe
ggaggagggg
ttggaggggc
acagagcttg
atccactget

ctgacctggg

gggctggetg
ccgtggecca
gacccgetgt
ctgaggcaga
cttgtootte
tctceccaga
ccaggcccag
ggccatagge
ggaagcacat
gggcecacatg
accgcagcete
ggagagtcct
ggccectage
ggaaggcact
gaatgtgtac
tggtgaaatt
acaagtctcc
taaagatatg
tggatccaag
ctectctgage

tagataacaa

atgcactgce
gtcgggecte
ggcaacctece
aggagagctt
taaatacgga

acagtgaatc

115

tgeccaccce
gttttgtgge
cacctaacca
ttcttoectga
catcgetgee
tgaagaggag
caggccccag
ctgctgatgg
cacccattyga
cagcctgact
cagtgccacg
tacatectec
tgaaggacag
gecccateoce
ttaaaggatyg
agcaattcta
tgttctcetta
gccatcacca
ttctgacttt
cccagtecatt

aatgtttata

tccacgecage
cgaggaagygc
tgccageett
gaggagagca
cgaggacagg

gacaatgecg

aaggctgcece
atctgecagea
gactcgggee
agcccattet
ccagaaagece
ggtctectget
aagaccatta
ctcaggaagg
coceoegoaac
totttgtgece
gcaggaggct
aaggccctge
cctgeteect
aaactaatct
aggttgagte
catgattcag
agcttactca
agcccectag
tcececectgac
gcoctagtaaga

cccattagaa

aaccctcaga
ctagcecgctg
caggccactc
ggaaagcagc
geectgtete

tettetgtet

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3510

60

120

180

240

300

360



cgtggggeat
atcccecaggyg
ccttcaacaa
cacaccagte
caatgctctc
tcaacctcac
ccctcaacca
agggcctgaa
ccttcactgt
agaagggtac
ttgetetggt
acaccgagga
agcgtttagg
tgaaatacct
acctggaaaa
ggtctgccag
tectgggtea
cagaggaggc
agaaagggac
ccgaggtcaa
ccctetteat
ccctececte
ctgcctgeat
aggctgtatg
gagcatctgg
ttacggacct
teccccaagaa
agcatcttea
ccagggetyyg
gtgeegtgge
cttgaccege

tgactgaggc

ccteetgetg
agatgctgece
gatcacecccc
caacagcace
cctggggacce
ggagattccg
gccagacagc
goctagtggat
caacttcggg
tcaagggaaa
gaattacate
agaggacttc
catgtttaac
gggcaatgec
tgaactcacc
cttacattta
actgggeatce
acccctgaag
tgaagctgcet
gttcaacaaa
gggaaaagtg
catccctgge
gtgactgtaa
tgggcteocag
ctgggtaggce
gggcccatct
ggaatcacag
tgtcoccectg
ctgtgeecac
ccagttttgt
tgtcacctaa

agattcttce

ES 2676 146 T3

gcaggcctgt
cagaagacag
aacctggectg
aatatettet
aaggctgaca
gaggctcaga
cagctccage
aagtttttgg
gacaccgaag
attgtggatt
ttetttaaag
cacgtggacc
atccagcact
accgccatcet
cacgatatca
cccaaactgt
actaaggtct
ctctccaagg
ggggccatgt
cectttgtot
gtgaatccca
ceeoctecetg
atccctccocca
gtaacagtge
acatgctggg
gtttctggag
gggaggaacce
ctecatcoeoeoe
cecaaggetyg
ggcatetgea
ccagactegg

tgaagcccat

getgectggt
atacatceca
agttcgecectt
tetecececagt
ctcacgatga
tccatgaagyg
tgaccaccgg
aggatgttaa
aggccaagaa
tggtcaagga
gcaaatggga
aggtgaccac
gtaagaagct
tettectgece
tcaccaagtt
ccattactgg
tcagcaatgg
cogtgecataa
ttttagagge
tcttaatgat
cccaaaaata
gatgacatta
tgttttctct
tgteotteoggg
cttgaatcca
ggctccagtc
agataccage
acteocceoceoe
cectectggy
gcaacacaag
geectgeace

tcteoccatggg

ccctgtetee
ccatgatcag
cagcctatac
gagcateget
aatcctggag
cttccaggaa
caatggcctg
aaagttgtac
acagatcaac
gcttgacaga
gagacccttt
cgtgaaggtg
gtccagctgg
tgatgagggg
cctggaaaat
aacctatgat
ggctgaccte
ggctgtgctg
catacccatg
tgaacaaaat
actgeoctcte
aagaagggtt
gagtctcect
cococctgaac
ggggggactg
ttcecttgtec
catgaccecca
acccagagtt
ggccccagaa
agagaggaca
totecaggeac

gcaacaagga

116

ctggctgagg
gatcacccaa
cgccagetgg
acagcctttg
ggcctgaatt
ctceteegta
ttcctcageg
cactcagaag
gattacgtgg
gacacagttt
gaagtcaagg
cctatgatga
gtgctgctga
aaactacagc
gaagacagaa
ctgaagagcg
tceggggtcea
accatcgacg
tctatccecoe
accaagtete
gcteoctcaac
gagctggtee
ttgcctgectg
tgtgttcatg
aatcctcage
tgtcttggag
ggctecacca
gctecateetg
ctgcctgate
atgtcctect
ttetggaaaa

cacctattct

420
480
540
600
660
720
780
840
00
%60
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220

2280



10

gtecttgtece
ccttctecee
tgaccaggcce
catggceata
agaggaagca
ctggggecac
gccaccgeag
ccaggagagt
ctgggeccet
tatggaagge
catgaatgtyg
aaatggtgaa
cacacaagtc
cattaaagat
acctggatcc
aacetetetyg
agttagataa

gca

<210> 11
<211> 3300
<212> ADN

ttccatcget
agatgaagag
cagcaggecec
ggectgetga
catcacccat
atgcagcctg
ctecagtgee
ccttecatee
agcetgaagga
actgccccat
tacttaaagg
attagcaatt
teectgttete
atggccatca
aagttctgac
agoccocagte

caaaatgttt

<213> Homo sapiens

<400> 11

tgggcaggaa
gtectgaget
ctgetgocayg
tcctgtgect
ccecegttgece
agettcagge
ggggcatcct
cccagggaga
tcaacaagat

accagtccaa

ctgggcactg
gaaccaagaa
gaattccagg
gccagaagag
cctetggate
accaccactg
cctgetggea
tgctgcccag
caccceccaac

cagcaccaat

ES 2676 146 T3

gccccagaaa
gagggtctet
cagaagacca
tggctcagga
tgaccccage
acttctttgt
acggcaggag
tccaaggocc
cageccetgete
cccaaactaa
atgaggttga
ctacatgatt
ttaagcttac
ccaagcocce
tttteeccect
attgetagta

atacccatta

tgceccaggge
ggaggagggyg
ttggaggggce
acagagcttg
cactgcttaa
acctgggaca
ggcctgtget
aagacagata
ctggctgagt

atcttcttet

gcctcacata
gctttgtttt
ttaccctata
aggccattge
aacccctece
gectgttget
gectgttoctg
tgctaaagga
ccteegtete
tctaggaatce
gtcataccaa
cagtctaate
tcactgacag
taggatgaca
gacagctgtg
agacetgoct

gaacagagaa

atgcactgce
gtcgggecte
ggcaacctce
aggagagctt
atacggacga
gtgaatcgac
gcctggtece
catcccacca
tecgecttcag

ccccagtgag

117

tctecgttta
ctctatctee
tcecttetee
aaggactcct
ttteoctecte
gtceoctgeag
aatagcccct
cacagcagce
taccaggaat
actgtctaac
atagtgattt
aatggatacc
cocttteacte
ccagacctga
tgaccttcgt
ttgagttggt

taaatagaac

tccacgecage
cgaggaaggc
tgecagectt
gaggagagca
ggacagggcc
aatgcoegtcet
tgtctecectg
tgatcaggat
cctataccge

catecgctaca

gaatcaggte
tcetcagact
tcecctagtea
cagctatggg
tgagtccoga
tecttecagagg
gtggtaaggg
aggaagtccc
ggcettgtee
cactcactgt
cgatagttca
gactgtttec
tccacaaata
gagtctgaag
gaagtecgecea
atgatgttca

tacatttett

aaccctcaga
ctagecegctyg
caggecactce
ggaaagcctc
ctgtctccte
tetgtetegt
gctgaggatc
cacccaacct
cagctggcac

gcctttgeoaa

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3303

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



tgctetecct
acctcacgga
tcaaccagcce
goctgaaget
tcactgtcaa
agggtactca
ctctggtgaa
cocgaggaaga
gtttaggcat
aatacctggg
tggaaaatga
ctgoccagett
tgggtcaact
aggaggcace
aagggactga
aggtcaagtt
tattcatggg
tcccctecat
cctgcatgtg
ctgtatgtgg
catcotggetg
cggacctggyg
ccaagaagga
atcttecatgt
gggctggetyg
ccgtggocca
gaccegetgt
ctgaggcaga
cttgtecttce
tetecccaga

ccaggcccayg

ggggaccaag
gattccggag
agacagccaqg
agtggataag
ctteggggac
agggaaaatt
ttacatctte
ggacttcoecac
gtttaacatce
caatgccacc
actcacccac
acatttaccce
gggcatcact
cctgaagete
agctgetggg
caacaaaccc
aaaagtggtg
ccctggeccce
actgtaaatc
geteccaggta
ggtaggcaca
cccatctgtt
atcacagggg
cccectgete
tgecccaccce
gttttgtgge
cacctaacca
ttcttectga
categetgeco
tgaagaggag

caggccccag

ES 2676 146 T3

gctgacacte
gctcagatce
ctccagotga
tttttggagg
accgaagagg
gtggatttgg
tttaaaggca
gtggaccagg
cagcactgta
gccatcttct
gatatcatca
aaactgtcca
aaggtcttca
teccaaggecey
gccatgtttt
tttgtecttet
aatccacacce
ctccectggat
cctccecatgt
acagtgectgt
tgetgggett
tctggaggge
aggaaccaga
atcccecact
aaggctgece
atctgcagca
gactcgggee
agcccattct
ccagaaagcc
ggtctetget

aagaccatta

acgatgaaat
atgaaggctt
ccacecggcaa
atgttaaaaa
ccaagaaaca
tcaaggaget
aatgggagag
tgaccaccgt
agaagetgte
tcctgectga
ccaagttcct
ttactggaac
gcaatggggce
tgcataagge
tagaggccat
taatgattga
aaaaataact
gacattaaag
tttectetgag
cttegggece
gaatececaggg
tccagtcttc
taccagccat
cececccace
tectgggage
acacaagaga
ctgecaccteot
ccatggggea
tcacatatct
ttgttttcte

ccctatatee

118

cctggagggce
ccaggaactc
tggeccoctgttc
gttgtaccac
gatcaacgat
tgacagagac
accctttgaa
gaaggtgect
cagctgggtyg
tgaggggaaa
ggaaaatgaa
ctatgatctyg
tgacctctec
tgtgetgace
acccatgtct
acaaaatacce
gectataegeot
aagggttgag
tctcectttg
cctgaactgt
gggactgaat
cttgtcectgt
gaccccagge
cagagttgct
cccagaactyg
gaggacaatg
caggcacttc
acaaggacac
ccgtttagaa
tatctectee

cttetectee

ctgaatttca
ctcegtacce
ctcagcgagy
tcagaagect
tacgtggaga
acagtttttyg
gtcaaggaca
atgatgaage
ctgetgatga
ctacagcacc
gacagaaggt
aagagcgtcc
ggggtcacag
atcgacgaga
atccecccoceceg
aagteteccece
catcaacace
ctggtcecctg
cctgctgagg
gttcatggag
cctecagetta
cttggagtcc
tccaccaage
catectgeca
cetgategtyg
tcctectett
tggaaaatga
ctattctgte
tcaggtcecct
tecagacttga

ctagtcacat

6€0

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



10

ggccatagge
ggaagcacat
gggccacatg
accgcagete
ggagagtcct
ggccectage
ggaaggcact
gaatgtgtac
tggtgaaatt
acaagtctce
taaagatatg
tggatccaag
ctctetgage

tagataacaa

<210> 12
<211> 1321
<212> ADN

ctgctgatgg
cacccattga
cagcctgact
cagtgccacg
tccatcctcee
tgaaggacag
gccceatcee
ttaaaggatg
agcaattcta
tgttctctta
gcocatcacca
ttctgacttt
cccagtcatt

aatgtttata

<213> Macaca mulatta

<400> 12

caggacaatyg
gceteccocogge
ccaccatgat
cttcagccta
agtgagcatc
tgaaatcctg
aggcttecag
cggcaacggc
caaaaaactg
gaaacagatc
ggagcttgac
ggagagacce
caccgtgaag

gctgtecage

ccatcttctg
tctetggetyg
caggaccacc
taccgccagce
gctacagecot
gagggcctga
gaactccteca
ctgttcctea
taccactcag
aacaattacg
agagacacag
tttgacgttg
gtgceocatga

tgggtgctge

ES 2676 146 T3

ctcaggaagg
ccecccgcaac
tctttgtgee
gcaggaggcet
aaggccctge
cctgetecect
aaactaatct
aggttgagtc
catgattcag
agcttactca
agocccatag
teccecctgac
gctagtaaga

cccattagaa

tctcatgggg
aggatcccca
caacccteaa
tggcacacca
ttgoaatget
atttcaacgt
ataccctcaa
acaagagcct
aagccttcote
tggagaagga
tttttgctet
aggccaccaa
tgaggecgttt

tgatgaaata

ccattgcaag
ccctcocettt
tgttgctgtce
gttectgaat
taaaggacac
ccgtectctac
aggaatcact
ataccaaata
tctaatcaat
ctgacagecct
gatgacacca
agctgtgtga
cctgectttg

cagagaataa

cgtcctectyg
gggagatgct
caagatcace
gtccaacagc
ctecctgggyg
cacggagatt
caagccagac
gaaggtagtg
tgtcaacttt
aactcaaggg
ggtgaattac
ggaagaggac
aggcatgttt

cctgggecaat

119

gactecctcag
cctcctetga
cctgcagtct
agccactgtg
agcagccagg
caggaatggc
gtctaaccac
gtgatttega
ggataccgac
ttcactctce
gacctgagag
ccttegtgaa
agttggtatg

atagaactac

ctggcaggcce
gocccagaaga
cccagoctgyg
accaatatct
accaaggctg
ccggaggcte
agccagetcoa
gataagtttt
gaggacaccg
aaaattgtgg
atcttcttta
ttccacgtgg
aacatctace

goccaccgeca

ctatgggaga
gtccecgactg
tcagagggcc
gtaagggcca
aagtcccctg
cttgtectat
tcactgtcat
tagttcaaaa
tgttteccac
acaaatacat
toetgaagace
gtcgeccaaac
atgttcaagt

atttcttgea

tgtgetgcet
cggatacatc
ctgagttegg
tcttctececee
acactcacag
aggtccatga
agctgaccac
tggaggatgt
aagaggccaa
atttggtcaa
aaggcaaatg
accaggcgac
actgtgagaa

tettetteet

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

25940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



10

geetgatgag
gttcctggaa
tggaacctat
tggggctgac
taaggctgtyg
ggccatacce
gattgaacaa
ataactgoct

t

<210> 13
<211> 2064
<212> ADN

gggaaactge
aatgaaaaca
gatctgaaga
ctectegggga
ctgaccateg
atgtctattce
aataccaagt

gtecactccte

<213> Macaca mulatta

<400> 13

gcecagtcett
ctececcecaace
actgggccct
tgagcaaagg
ggaattccag
tagatcttge
aaagtggtac
acactgtggt
tgctgectcag
cttagtccet
ctecceegtt
ctcagcctca
catggggegt
atcceocaggg
cactcaacaa
cacaccagte
caatgctcte
tcaacgtcac

cactcaacaa

gtgtectgecet
tattgectee
gtgcccaggg
aggaggaggyg
ggcggcatca
taccagtgga
tctecocageg
ttctgageca
gcagagcgtc
gtttgctect
gocecctetge
ggcaccacca
cctectgetyg
agatgetgee
gatcaccccc
caacagcace
coctggggace
ggagattceg

gccagacage

ES 2676 146 T3

agcacctgga
gcaggtctgc
cagtcctggg
tcacggagga
atgagaaagqg
ccoccgaggt
ctececctett

ageecctece

ggcaatgggc

gccaccogcec
cgtgcactge
gatcagcact
gtcttcagea
acagccgcta
actggctgac
ggtacaatga
cggacagecgt
ccggtaactg
acecactget
ctgacctggg
geaggectgt
cagaagacgg
agcctggetg
aatatcttet
aaggctgaca

gaggctcagg

cagctccage

aaatgaacte
caacttacat
ccacctgggt
ggcacccctg
gactgaagcet
caagttcaac
catgggaaaa

ctccatcoccct

aaggccectt
acccgaggece
ctocacgeag
ctgaggaagg
tcaggeattt
aggattctge
tcacgecace
ctceottttgg
gggcgggcega
gggtgatctt
taaatacgga
acggtgaate
getgeectget
atacatcceca
agttcggett
tetcccecagt
ctcacagtga
tccatgaagg

tgaccaccgg

120

acccatgata
ttacccagac
atcactaagg
aagctctcca
gctggggeca
aaaccctttg
gtggtgaate

ggecccetee

cctgccecaag
aacttcetgg
caaccctcag
cctageccact
cggggtgaat
agtgagagca
ccetecacet
tacgtgecagt
ctcagcgecce
ggttaatatt
caaggacagg
gacaatgcca
cceceggetot
ccatgatcag
cagcctatac
gagcateget
aatcctggag
ctteocaggaa

caacggectg

tcatcaccaa
tggccattac
tcttcagcaa
aggceccgtgea
tgtttttaga
tettettaat
ccacccagaa

ctgaatgaca

cteceegeoee
gtgggcagga
agtactgagc
gctgetgeoca
tagtaaatgg
gagggccagce
tggacgcagg
ggaggctgta
agcctgtgaa
caccagcagce
getetgtete
tettetgtet
ctggetgagyg
gaccacccaa
cgccagcetgg
acagectttyg
ggcctgaatt
cteectecata

ttccteaaca

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1321

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140



10

agagcctgaa
ccttetetgt
agaaggaaac
ttgetetggt
ccaccaagga
ggcgtttagg
tgaaatacct
acctggaaaa
ggtctgccaa
tectgggeca
cggaggaggce
agaaagggac
ccgaggtcaa
ccoctetteat
coetececte

ctgectgegt

<210> 14
<211> 1608
<212> ADN

ggtagtggat
caactttgag
tcaagggaaa
gaattacate
agaggacttc
catgtttaac
gggcaatgece
tgaactcace
cttacattta
actgggtate
acccctgaag
tgaagctget
gttcaacaaa
gggaaaagty
catcectgge

gtgtgactge

<213> Macaca mulatta

<400> 14

tcttgtgtet
aacctattgc
ccectgtgece
aaggaggagyg
coaggacaat
tgeteocoagy
cccaccatga
gettecageet
cagtgagcat
gtgaaatcct
aaggecttoca

coggeaacgyg

gcctggcaat
ctccgeccacce
agggcgtgea
aggggatcag
gocatettet
ctetetgget
tcaggaccac
ataccgeceag
cgctacagec
ggagggcctg
ggaactocte

cctgttecte

ES 2676 146 T3

aagtttttgg
gacaccgaag
attgtggatt
ttetttaaag
cacgtggace
atctaccact
accgccatet
catgatatca
cccagactgg
actaaggtet
ctctccaagg
ggggccatgt
cecctttgtet
gtgaatccca
ceccectecectg

aaac

gggcaaggec
cgccacccga
ctgcctecac
cactetgagg
gtetecatggy
gaggateoeee
ccaaccctea
ctggecacacc
tttgcaatgce
aatttcaacg
cataccctea

aacaagagcc

aggatgtcaa
aggccaagaa
tggtcaagga
gcaaatggga
aggcgaccac
gtgagaaget
tettectgee
tcaccaagtt
ccattactgg
tcagcaatgg
ccgtgcataa
ttttagagge
tcttaatgat
cccagaaata

aatgacatta

cctteoctgee
ggccaacttc
gcagcaacce
aaggcctage
gegtectect
agggagatge
acaagatcac
agtccaacag
tcteceetggg
tcacggagat
acaagccaga

tgaaggtagt

121

aaaactgtac
acagatcaac
gcttgacaga
gagacccettt
cgtgaaggtg
gtecagetgg
tgatgagggg
cctggaaaat
aacctatgat
ggctgacete
ggctgtgctg
catacccatg
tgaacaaaat
actgcctgte

aagaagggtt

caagctecce
ctgggtgggce
tcagagtact
cactgctget
getggeagge
tgeccagaag
ccecagectg
caccaatatc
gaccaaggct
tccggaggcet
cagccagete

ggataagttt

cactcagaag
aattacgtgg
gacacagttt
gacgttgagg
ccocatgatga
gtgectgetga
aaactgcage
gaaaacagca
ctgaagacag
tcggggatca
accatcgatg
tctattecce
accaagtctc
actcctcage

gagetggtee

geccceteoee
aggaactggg
gagctgagca
gqocaggaatt
ctgtgetgee
acggatacat
getgagtteg
ttcttetece
gacactcaca
caggtccatg
cagetgacea

ttggaggatg

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2064

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

tcaaaaaact
agaaacagat
aggagcttga
gggagagacc
ccaccgtgaa
agctgtecag
tgcctgatga
agttcectgga
ctggaaccta
atggggctga
ataaggctgt
aggccatacc
tgattgaaca
aataactgcc

attaaagaag

<210> 15
<211> 3220
<212> ADN

gtaccacteca
caacaattac
cagagacaca
ctttgacgtt
ggtgcccatg
ctgggtgcetg
ggggaaactg
aaatgaaaac
tgatctgaag
cctetegggy
gotgaccate
catgtctatt
aaataccaag
tgtcactcct

ggttgagctg

<213> Homo sapiens

<400> 15

tgcaagaaat
acttgaacat
gtttggegac
ggtettecaga
atgtatttgt
gtgggaaaca
ttttgaacta
atgacagtga
ataggacaag
caggggactt
tggcccttac
ggccctetga

cagtcegggac

gtagttctat
cataccaact
ttcacgaagg
ctetecaggte
ggagagtgaa
gtcggtatee
tcgaaatcac
gtggttagac
gccattcctg
cctggetget
cacaggggct
agactgecagg

tcagaggagg

ES 2676 146 T3

gaagccttet
gtggagaagg
gtttttgete
gaggccacca
atgaggegtt
ctgatgaaat
cagcacctgg
agcaggtctg
acagtcetgg
atcacggagyqg
gatgagaaag
ccccccgagg
tetocectet
cagcccctece

gtecetgect

ttattctetg
caaaggcagg
tcacacaget
tggtgtecate
aggctgtcag
attgattaga
tatttggtat
agtgattcct
gtagagacgg
gtgtccttta
attcaggaac
gacagcaaca

aaagggaggg

ctgtcaactt
aaactcaagyg
tggtgaatta
aggaagagga
taggcatgtt
acctgggecaa
aaaatgaact
ccaacttaca
gccacctggg
aggcaccect
ggactgaagce
tcaagttcaa
tcatgggaaa

cctcecatcec

gcegtgtgtga

ttctaatggg
tcttactagce
gtcaggggga
ctaggggget
tgagtaaget
ctgaatcatg
gactcaacct
agattagttt
agggagcagg
gcagggectt
agcctcctge
ggcacaaaga

gttgeggggg

122

tgaggacacc
gaaaattgtg
catctteottt
cttccacgtg
taacatctac
tgccacegece
cacccatgat
tttacccaga
tatcactaag
gaagctctee
tgetggggece
caaacccttt
agtggtgaat
tggceccecte

ctgcaaac

tataaacatt
aatgactggg
aaagtcagaa
tggtgatgge
taagagaaca
tagaattgct
catcctttaa
gggatgggge
ctgtccttca
ggaggatgga
cgtggcactg
agtcaggetg

tcaatgggtg

gaagaggcca
gatttggtca
aaaggcaaat
gaccaggcga
cactgtgaga
atcttettee
atcatcacca
ctggeoeatta
gtcttecageca
aaggeegtge
atgtttttag
gtcttcttaa
cccacccoaga

cctgaatgac

ttgttatcta
gctcagagag
cttggatcea
catatcttta
ggagacttgt
aatttcacca
gtacacatte
agtgecttece
gctaggggcc
aggactctce
gagctgeggt
catgtggeece

atgtgettee

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1608

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



tectecccatag
atgtgactag
tcaagtctga
agggacctga
gacagaatag
tecatttteca
aagaggagga
cacgatcagg
tggcaggatg
gcttggtgga
ggactcecaag
taagctgagg
ctccatgaac
cctcagoagg
cagggaccag
ggggttgagg
ggggagactt
cgggggggat
tcotcgtegat
ctgtgacece
ggacgctctt
accttetgte
ggtgctgtag
tocatcagecag
gcttcatcat
tgtccttgac
caaaaactgt
tectccacgta
aggcttctga
cctegetgag
gggtacggag

tgaaattcag

ctgaggagtc
ggaggagaag
ggaggagata
ttetaaacgg
gtgtccttgt
gaagtgcctg
cattgtcctc
cagttetggg
agcaactctg
gcctggggte
acaggacaag
attcagtccce
acagttcagg
caaagggaga
ctcaaccett
agcgagaggc
ggtattttgt
agacatgggt
ggtcagcaca
ggagaggtca
cagatcatag
ttecattttcece
tttcccctea
cacccagetg
aggcaccttc
ttcaaagggt
gtectetgtea
atcgttgatc
gtggtacaac
gaacaggeca
gagttecetgg

gcoectcoccagy

ES 2676 146 T3

cttgecaatgg
ggatataggg
gagaaaacaa
agatatgtga
tgeccccatgg
agaggtgcag
tctettgtgt
gocccccagga
ggtggggggg
atggctggta
gaagactgga
ccctggatte
gggcccgaag
ctcagagaaa
ctttaatgtc
agttattttt
tcaatcatta
atggeccteta
gecttatgea
gececattge
gttccagtaa
aggaacttgg
tcaggcagga
gacagcttet
acggtggtca
ctctcceatt
agctccttga
tgtttcettgg
tttttaacat
ttgceggtgg
aagccttceat

atttcategt

cettectgag
taatggtctt
agcagagacc
ggetttetgg
agaatgggct
ggcccgagtce
tgctgcagat
gggcagecett
agtgggggat
tctggttect
gccocteocaga
aagcccagca
acagcactgt
acatgggagyg
atccagggag
gggtgggatt
agaagacaaa
aaaacatggce
cggccttgga
tgaagacctt
tggacagttt
tgatgatate
agaagatggc
tacagtgctg
cectggtcoccac
tgcctttaaa
ccaaatccac
cetetteoggt
ccteocaaaaa
tcagctggag
ggatetgage

gagtgtcage

ccatcagcag
ctggggectg
ctcctcttca
ggcagcegatg
tcaggaagaa
tggttaggtg
gccacaaaac
ggggtgggca

gagcaggggy

cccctgtgat
aacagatggg
tgtgectacc
tacctggagce
gatttacagt
ggggecaggg
caccactttt
gggtttgttg
cccageaget
gagctteoagg
agtgatgece
gggtaaatgt
gtgggtgagt
ggtggcattyg
gatgttaaac
gtggaagtcc
gaagatgtaa
aattttecect
gtccccgaag
cttatccact
ctggetgtet
cteceggaate

cttggtccee

123

gectatggee
ctgggectgg
tetggggaga
gaaggacaag
tctgectcecag
acagcgggte
tgggccacgg
cagccagecoo
acatgaagat
tocttettgg
coccaggtecg
cagccagatg
ccacatacag
cacatgcagg
atggagggga
cccatgaaga
aacttgacct
tcagtccctt
ggtgcctect
agttgaccea
aagctggeag
tcattttceca
cccaggtatt
atgcctaaac
tcttectcgg
ttcaccagag
tgagtaccct
ttgacagtga
agettcagge
ggetggttga
tecgtgaggt

agggagagca

840

%00

%60
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2700



10

ttgcaaagge
gtgccagetyg
aggttgggtg
gatcctecage
acgagacaga
gaggagacag
gaggctgotyg
aagtccactg

gtgtacaget

<210> 16
<211> 3199
<212> ADN

tgtagcgatg
geggtatagg
atccotgatca
cagggagaca
agacggcatt
ggcccectgtee
gtgaatatta
gctgggatcet

tccactgcac

<213> Homo sapiens

<400> 16

tgcaagaaat
acttgaacat
gtttggecgac
ggtcttcaga
atgtatttgt
gtgggaaaca
ttttgaacta
atgacagtga
ataggacaag
caggggactt
tggceecttac
ggccctetga
cagtcgggac
tctececatag
atgtgactag
tcaagtetga
agggacctga
gacagaatag

tcattttecca

gtagttctat
cataccaact
ttcacgaagg
ctectecaggte
ggagagtgaa
gteggtatee
tcgaaatcac
gtggttagac
gccattcecctg
coctggetget
cacaggggcet
agactgcagg
tcagaggagg
ctgaggagte
ggaggagaag
ggaggagata
ttctaaacgg
gtgtcottgt

gaagtgcctg

ES 2676 146 T3

ctcactgggg
ctgaaggega
tggtgggatyg
gggaccaggc
gtcgattecac
tegtecgtat
accaaggtca
gagtcgcceg

ttaccgaaag

ttattctetg
caaaggcagg
tcacacagct
tggtgtcate
aggctgtcag
attgattaga
tatttggtat
agtgattcct
gtagagacgg
gtgteccttta
attcaggaac
gacagcaaca
aaagggaggg
cttgcaatgg
ggatataggg
gagaaaacaa
agatatgtga
tgececatgg

agaggtgcaqg

agaagaagat
actcagecag
tatctgteott
agcacaggce
tgtcccaggt
ttaagcagtg
ccaccagttat
cctacgetge

gagtcattgt

ttctaatggg
tcttactage
gtcaggggga
ctagggggct
tgagtaagct
ctgaatcatg
gactcaacct
agattagttt
agggagcagg
gcagggectt
agcetectge
ggcacaaaga
gttgeggggg
ccttectgag
taatggtett
agcagagacc
ggctttetgg
agaatggget

ggccecgagte

124

attggtgctg
gttgggggtyg
ctgggcagea
tgccagecagg
cagtggtggt
gatccagagg
cggaggagcea

ccggacgett

tataaacatt
aatgactggg
aaagtcagaa
tggtgatgge
taagagaaca
tagaattgct
catcctttaa
gggatgggge
ctgtectteca
ggaggatgga
cgtggcactg
agtcaggctg
tcaatgggtg
ccatcagcag
ctggggectyg
ctectettea
ggcagcgatg
tcaggaagaa

tggttaggtg

ttggactggt
atcttgttga
teteecetggg
aggatgccce
gcctgaaget
ggcaacgggg
aacaggggct

tgecectgggea

ttgttatcta
gctcagagag
cttggatcca
catatcttta
ggagacttgt
aatttcacca
gtacacatte
agtgecttece
gctaggggee
aggactctce
gagctgeggt
catgtggece
atgtgettee
goctatggee
ctgggectgg
tctggggaga
gaaggacaag
totgecteag

acagegggte

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3220

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140



aagaggagga
cacgatcagg
tggcaggatg
gottggtgga
ggactccaag
taagctgagyg
ctcocatgaac
cctecagoagg
cagggaccag
ggggttgagg
ggggagactt
cgggggggat
tctegtegat
ctgtgaccec
ggacgctctt
accttetgte
ggtgetgtag
tcatcagcag
gcttcatcat
tgtecettgac
caaaaactgt
tctccacgta
aggcttetga
cctegetgag
gggtacggag
tgaaattcag
ttgcaaagge
gtgeccagetg
aggttgggtyg
gatccteage

acgagacaga

tctteoctggea
ctggaattcc
tcttggttea

agtgcccagt

cattgtccte
cagttctggg
agcaactctg
gectggggte
acaggacaag
attcagtecce
acagttcagg
caaagggaga
ctcaaccett
agcgagaggc
ggtattttgt
agacatgggt
ggtcagcaca
ggagaggtca
cagatcatag
ttecattttee
tttecoctea
cacccagctg
aggcaccttc
ttcaaagggt
gtctetgtea
atcgttgatc
gtggtacaac
gaacaggcca
gagttcetgg
gccctoccagqg
tgtagcgatg
gcggtatagg
atcctgatca
cagggagaca

agacggcatt

ggcacaggag
tggcagecage
gctcaggact

tcetgeeca

ES 2676 146 T3

tcotettgtgt
gcccccagga
gatggggggy
atggetggta
gaagactgga
coctggatte
gggcccgaag
ctcagagaaa
ctttaatgte
agttattttt
tcaatcatta
atggeccteta
gccttatgcea
gceccattge
gttccagtaa
aggaacttgg
tcaggcagga
gacagcttct
acggtggtca
cteteccatt
agecteccttga
tgtttcttgg
tttttaacat
ttgccggtgg
aagcctteat
atttcatcgt
cteoactgggyg
ctgaaggcga
tggtgggatg
gggaccaggce

gtcetttect

agtggcctga aggctggcag gaggttgeccocg cccctccaac
agcggctagg ccttectecgg aggcccgace ccoctectect

ctgagggttg ctgcgtggag geagtgcatg ccctgggeac

tgctgecagat
gggcagcctt
agtgggggat
tectggttect
gecctecaga
aagcccagca
acagcactgt
acatgggagg
atccagggayg
gggtgggatt
agaagacaaa
aaaacatggc
cggecttgga
tgaagacctt
tggacagttt
tgatgatatc
agaagatgge
tacagtgctg
cctggtccac
tgectttaaa
ccaaatceac
cctecttecggt
cctccaaaaa
tcagectggag
ggatctgage
gagtgtcagce
agaagaagat
actcagccag
tatctgtectt
agcacaggec

gctetectea

125

gccacaaaac
ggggtgggea
gagcagggygg
ccectgtgat
aacagatggg
tgtgcactace
tacctggage
gatttacagt
ggggccaggyg
caccactttt
gggtttgttg
cccagecagct
gagcttcagg
agtgatgece
gggtaaatgt
gtgggtgagt
ggtggeattg
gatgttaaac
gtggaagtcc
gaagatgtaa
aattttecet
gtccccgaag
cttatccact
ctggctgtet
ctecggaate
cttggtccee
attggtgetg
gttgggggtg
ctgggcagca
tgccagcagyg

agcteteocte

tgggeccacgg
cagccagccc
acatgaagat
tecettettgg
cacaggtecyg
cagocagatyg
ccacatacag
cacatgcagg
atggagggga
cccatgaaga
aacttgacct
tcagteceoctt
ggtgecctect
agttgaccea
aagctggcag
tcattttecca
cacaggtatt
atgcctaaac
tcttectegg
tteaccagag
tgagtacect
ttgacagtga
agcttecagge
ggctggttga
tecegtgaggt
agggagagca
ttggactggt
atcttgttga
tctecctggg
aggatgccec

aagctcectgte

1200
1260
13290
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2B20
2880
2940

3000

3060

3120

3180

3198



<210> 17
<211> 3513
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17

tgcaagaaat
acttgaacat
gtttggegac
ggtcttcaga
atgtatttgt
gtgggaaaca
ttttgaacta
atgacagtga
ataggacaag
caggggactt
tggcccttac
ggccctctga
cagtcgggac
tcteccatag
atgtgactag
tcaagtctga
agggacctga
gacagaatag
tecattttececa
aagaggagga
cacgatcagg
tggcaggatg
gettggtgga

ggactccaag

gtagttctat
cataccaact
ttcacgaagg
ctctoaggte
ggagagtgaa
gtcggtatcc
tcgaaatcac
gtggttagac
gececattectg
cctggetget
cacaggggct
agactgcagg
tcagaggagg
ctgaggagte
ggaggagaag
ggaggagata
ttctaaacgg
gtgtocttgt
gaagtgcectg
cattgtcctc
cagttetggyg
agcaactctg

gectggggte

acaggacaag

ES 2676 146 T3

ttattctetg
caaaggcagyg
tcacacagct
tggtgtcate
aggctgtcoag
attgattaga
tatttggtat
agtgattecct
gtagagacgg
gtgtccttta
attcaggaac
gacagcaaca
aaagggaggyg
cttgcaatgg
ggatataggg
gagaaaacaa
agatatgtga
tgocccatgyg
agaggtgcag
tctcttgtgt
geccocagga
ggtggggggyg
atggctggta

gaagactgga

ttctaatggg
tcttactage
gtcaggggga
ctaggggget
tgagtaaget
ctgaatcatg
gactcaacct
agattagttt
agggagcagg
gcagggcett
agcctcctgce
ggcacaaaga
gttgcggggg
ccttectgag
taatggtctt
agcagagace
ggctttctgg
agaatgggct
ggccegagte
tgctgcagat
gggcagectt
agtgggggat
tetggttect

gccctecaga

126

tataaacatt
aatgactggg
aaagtcagaa
tggtgatgge
taagagaaca
tagaattgct
catcectttaa
gggatgggge
ctgtecttca
ggaggatgga
cgtggcactg
agtcaggctg
tcaatgggtg
ccatcagcag
ctggggectg
ctectettea
ggcagcgatg
tcaggaagaa
tggttaggtg
gccacaaaac
ggggtgggca
gagcaggggg
ccectgtgat

aacagatggg

ttgttatcta
gctcagagag
cttggatcea
catatcttta
ggagacttgt
aatttcacca
gtacacattc
agtgeettee
gctaggggee
aggactctecce
gagctgeggt
catgtggcce
atgtgcttce
gcctatggee
ctgggectgg
tctggggaga
gaaggacaag
tctgectcoag
acagecgggte
tgggccacgg
cagccageca
acatgaagat
teoecttettgg

cccaggteeg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
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taagctgagg attcagtcec cectggattc aageccagea tgtgectace cageccagatg 1500
ctccatgaac acagttcagg gggcccgaag acagcactgt tacctggagce ccacatacag 1560
cctcagcagg caaagggaga ctcagagaaa acatgggagg gatttacagt cacatgcagg 1620
cagggaccag ctcaaccctt ctttaatgte atccagggag ggggecaggg atggagggga 1680
ggggttgagg agcgagaggc agttattttt gggtgggatt caccactttt cccatgaaga 1740
ggggagactt ggtattttgt tcaatcatta agaagacaaa gggtttgttg aacttgacct 1800
cgggggggat agacatgggt atggoctcta zaaacatgge cccagcagct tcagtccctt 1860
tectcgtogat ggtcagcaca gecttatgea cggecttgga gagettcagg ggtgoctect 1820
ctgtgacccec ggagaggtca gccccattge tgaagacctt agtgatgcce agttgaccca 1680
ggacgctctt cagatcatag gttccagtaa tggacagttt gggtaaatgt aagctggeag 2040
accttotgte ttecattttee aggaacttgg tgatgatatec gtgggtgagt tcatttteca 2100
ggtgctgtag tttccecctca tcaggcagga agaagatggce ggtggcattg cccaggtatt 2160
tcatcagcag cacccagctg gacagcttct tacagtgctg gatgttaaac atgcctaaac 2220
gcttcatcat aggcaccttc acggtggtca coctggtccac gtggaagtce tcocttectegg 2280
tgtccocttgac ttcaaagggt ctctcccatt tgectttaaa gaagatgtaa ttcaccagag 2340
caaaaactgt gtctctgtca agctccttga ccaaatccac aattttccct tgagtaccct 2400
tctccacgta atcgttgatc tgtttettgg cctetteggt gtecceccgaag ttgacagtga 2460
aggcttctga gtggtacaac tttttaacat cctccaaaaa cttatccact agcttcagge 2520
cctcgetgag gaacaggeca ttgocggtgg tcagotggag ctggeotgtet ggetggttga 2580
gggtacggag gagttcoctgg aagecttcat ggatetgage ctecggaate tecegtgaggt 2640
tgaaattcag gococctccagg atttcatcgt gagtgtcage cttggtcoccce agggagagca 2700
ttgcaaagge tgtagcgatg ctcactgggg agaagaagat attggtgeoctg ttggactggt 2760
gtgccagetg goggtatagy ctgaaggoga actcagcocag gttgggggtg atcttgttga 2820
aggttgggtg atcctgatca tggtgggatg tatctgtett ctgggocagea teotecctggg 2880
gatcctcagec cagggagaca gggaccaggc agcacaggcce tgccagcagg aggatgccco 2540
acgagacaga agacggcatt gtcgattcac tgtcccaggt cagtggtggt goctgaagcet 3000
gaggagacag ggccctgtec tegtecegtat ttaagecagtg gatcecagagg ggcaacgggg 3060
gaggctgoga aaggagtcat tgtacctgge tcagaaacca cagegtectg tgtcoccaaggt 3120
ggaggdggty gegtgagtca gacagtctct gggagagtac cacttagectg geectetget 3180
ctcactgeag aatccttagt ggeotgttoca ctggtageaa gatctaccat ttactgagte 3240
accccaaaat gectgatget gaagacttac tgeegecctt teetgetcocte ctcaagetcot 3300
cctcaagete tgtcteottet ggcaggcaca ggagagtggc ctgaaggctg gcaggaggtt 3360
gcegeccocte caacctggaa ttoctggeag cagcagogge taggccttcoe tcggaggece 3420
gacccecctcece tececttettgg ttcagetcag gactctgagg gttgctgegt ggaggcagtg 3480
catgccctgg gcacagtgec cagttecctge cea 3513

<210> 18
127



<211> 3236
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18

tgcaagaaat
acttgaacat
gtttggcgac
ggtcttcaga
atgtatttgt
gtgggaaaca
ttttgaacta
atgacagtga
ataggacaag
caggggactt
tggcccttac
ggccctctga
cagtcgggac
tcteccatag
atgtgactag
tcaagtctga
agggacctga
gacagaatag
tcattttcca
aagaggagga
cacgatcagyg
tggecaggatg
gettggtgga
ggactccaag

taagctgagg

gtagttctat
cataccaact
ttcacgaagg
ctectecaggte
ggagagtgaa
gtcggtatece
tcgaaatcac
gtggttagac
gccattectyg
cctggctget
cacaggggct
agactgcagg
tcagaggagg
ctgaggagte
ggaggagaag
ggaggagata
ttctaaacgg
gtgtccttgt
gaagtgcctg
cattgteccte
cagttctggg
agcaactctyg
geetggggte
acaggacaag

attecagteece

ES 2676 146 T3

ttattctetg
caaaggcagg
tcacacagcect
tggtgtcatce
aggctgtcag
attgattaga
tatttggtat
agtgattect
gtagagacgg
gtgtccttta
attcaggaac
gacagcaaca
aaagggaggg
cttgcaatgg
ggatataggg
gagaaaacaa
agatatgtga
tgccccatgg
agaggtgcag
tetettgtgt
gccceccagga
ggtggggggg
atggetggta
gaagactgga

cectggatte

ttctaatggg
tcttactage
gtoaggggga
ctagggygget
tgagtaagct
ctgaatcatg
gactcaacct
agattagttt
agggagcagg
gcagggectt
agcctectge
ggcacaaaga
gttgcggggg
ccttectgay
taatggtctt
agcagagacc
ggctttctgg
agaatgggct
ggcccgagte
tgctgcagat
gggcagectt
agtgggggat
totggttect
gceectcacaga

aagcccagea

128

tataaacatt
aatgactggg
aaagtcagaa
tggtgatgge
taagagaaca
tagaattgct
catcctttaa
gggatggggc
ctgtecettea
ggaggatgga
cgtggcactg
agtcaggctg
tcaatgggtg
ccatcagcag
ctggggoctg
ctcctettca
ggcagcgatg
tcaggaagaa
tggttaggtyg
gccacaaaac
ggggtgggca
gagcaggggyg
cccctgtgat
aacagatggyg

tgtgcctace

ttgttatcta
gctcagagag
cttggatcca
catatcttta
ggagacttgt
aatttcacca
gtacacattc
agtgecttce
gctaggggce
aggactctcc
gagctgeggt
catgtggcce
atgtgcttecc
goctatggee
ctgggcctgg
tctggggaga
gaaggacaag
tctgecctcag
acagcgggte
tgggccacgyg
cagccagcce
acatgaagat
toettettgg
cacaggtecg

cagccagatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€600

660

720

780

840

%00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



cteccatgaac
cctcagecagy
cagggaccag
ggggttgagy
ggggagactt

cgggggggat

tctegtegat
ctgtgaccece
ggacgcetett
accttetgte
ggtgctgtag
tcatcagecag
gcttcatcat
tgtecttgac
caaaaactgt
tcteccacgta
aggcttctga
cctcgctgag
gggtacggag
tgaaattcag
ttgcaaaggce
gtgccagetg
aggttgggtg
gatcctcage
acgagacaga
ctttectget
ggcctgaagg
ggetaggect

agggttgcetg

<210>19
<211> 3532
<212> ADN

acagttcagg
caaagggaga
ctcaaccett
agcgagaggce
ggtattttgt
agacatgggt
ggtcagcaca
ggagaggtca
cagatcatag
tteattttee
tttccectea
cacadagetyg
aggcaccttc
ttcaaagggt
gtetetgtea
atcgttgate
gtggtacaac
gaacaggcca
gagttcctgg
gccctccagg
tgtagcgatg
gcggtatagg
atcctgatea
cagggagaca
agacggeatt
ctectcaage
ctggcaggag
tecteggagyg

cgtggaggca

<213> Homo sapiens

<400> 19

ES 2676 146 T3

gggccegaag
ctcagagaaa
ctttaatgte
agttattttt
tcaatcatta
atggeectecta
gecttatgea
gecccattge
gttccagtaa
aggaacttgg
tcaggcagga
gacagettet
acggtggtca
ctcteoeccatt
agctcettga
tgtttcttgg
tttttaacat
ttgceggtgyg
aagccttcat
atttcatcgt
ctcactgggg
ctgaaggcga
tggtgggatg
gggaccaggc
gtactgtgga
tetecteoaag
gttgeegece
cocgacacee

gtgcatgccecce

acagcactgt
acatgggagg
atccagggag
gggtgggatt
agaagacaaa
aaaacatggce
cggecttgga
tgaagacctt
tggacagttt
tgatgatatc
agaagatggc
tacagtgetg
cctggtccac
tgcctttaaa
ccaaatceac
cctetteggt
cctccaaaaa
tcagctggag
ggatctgage
gagtgtcagc
agaagaagat
actcagcoccag
tatctgtcett
agcacaggcc
actgagtgag
ctetgteteot
ctccaacctg
toctecttet

tgggcacagt
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tacectggage
gatttacagt
ggggccaggg
caccactttt
gggtttgttg
cccagcecaget
gagctteagg
agtgatgece
gggtaaatgt
gtgggtgagt
ggtggcatty
gatgttaaac
gtggaagtcc
gaagatgtaa
aattttccct
gtccccgaag
cttatccact
ctggctgtct
ctccggaate
cttggtccce
attggtgctg
gttgggggtyg
ctgggcagcea
tgeocagcagg
cagcagcage
tctggecagge
gaattcectgg
tggttcaget

gcccagttece

ccacatacag
cacatgcagg
atggagggga
cccatgaaga
aacttgacct
tcagteceoctt
ggtgectect
agttgaccca
aagctggeag
tcatttteca
cccaggtatt
atgcctaaac
tcttectegg
ttcaccagag
tgagtaccct
ttgacagtga
agcttcaggce
ggctggttga
tcegtgaggt
agggagagca
ttggactggt
atcttgttga
totcecectggg
aggatgccece
aatgteccac
acaggagagt
cagcagcagce
caggactetg

tgccca

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3236



tgcaagaaat
acttgaacat
gtttggcgac
ggtcttecaga
atgtatttgt
gtgggaaaca
ttttgaacta
atgacagtga
ataggacaag
caggggactt
tggcccttac
ggccctetga
cagtcgggac
tctcccatag
atgtgactag
tcaagtctga
agggacctga
gacagaatagq
tcatttteca
aagaggagga
cacgatcagg
tggeaggatg
gcttggtgga
ggactccaag
taagctgagg
ctccatgaac
cctecagecagg
cagggaccag
ggggttgagg

ggggagactt

gtagttctat
cataccaact
ttcacgaagg
cteteoaggte
ggagagtgaa
gtceggtatce
tcgaaatcac
gtggttagac
gccattcctg
cctggetget
cacaggggct
agactgcagg
tcagaggagg
ctgaggagtc
ggaggagaag
ggaggagata
ttectaaacgyg
gtgtocttgt
gaagtgcectyg
cattgtecte
cagttetggg
ageaactetg
gcetggggto
acaggacaag
attcagtcecc
acagttcagg
caaagggaga
ctecaacceott
agegagagge

ggtattttgt
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ttattctetg
caaaggcagg
tcacacaget
tggtgtecate
aggetgteag
attgattaga
tatttggtat
agtgattcct
gtagagacgg
gtgtccttta
attcaggaac
gacagcaaca
aaagggaggg
cttgcaatgg
ggatataggyg
gagaaaacaa
agatatgtga
tgccccatgg
agaggtgcag
tctettgtgt
geococagga
ggtggggggyg
atggctggta
gaagactgga
ccctggattce
gggcccgaag
ctcagagaaa
ctttaatgtc
agttattttt

tcaatcatta

ttctaatggg
tcttactage
gtcaggggga
ctagggggct
tgagtaaget
ctgaatcatyg
gactcaaccet
agattagttt
agggagcagyg
gcagggectt
agcetoctge
ggcacaaaga
gttgeggggy
ccttcctgag
taatggtctt
agcagagacce
ggctttetgg
agaatggget
ggcccgagte
tgctgcagat
gggcageett
agtgggggat
tectggtteoct
gccectcecaga
aagcccagca
acagcactgt
acatgggagg
atccagggag

gggtgggatt

agaagacaaa
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tataaacatt
aatgactggg
aaagtcagaa
tggtgatgge
taagagaaca
tagaattgct
catcctttaa
gggatggggc
ctgtcecttca
ggaggatgga
cgtggeactyg
agtcaggectg
tcaatgggtg
ccatcagcag
ctggggccetyg
cteetettea
ggcagegatg
tcaggaagaa
tggttaggty
gccacaaaac
ggggtgggca
gagcaggggyg
ccectgtgat
aacagatggg
tgtgcctace
tacctggage
gatttacagt
ggggccaggg
caccactttt

gggtttgttg

ttgttatcta
gctcagagag
cttggatcca
catatcttta
ggagacttgt
aatttcacca
gtacacattce
agtgecetteoce
gctaggggece
aggactctece
gagctgeggt
catgtggccce
atgtgecttce
gcctatggece
ctgggectgg
tetggggaga
gaaggacaag
tetgectcag
acagegggte
tgggecacgyg
cagccagecce
acatgaagat
teccttettgg
cccaggtceg
cagccagatg
ccacatacag
cacatgcagg
atggagggga
cccatgaaga

aacttgacct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



cgggggggat
tctegtegat
ctgtgaccee
ggacgctctt
accttetgte
ggtgctgtag
tcatcagcag
gcttcateat
tgtcettgac
caaaaactgt
tctccacgta
aggettetga
cctcgctgag
gggtacggag
tgaaattcag
ttgcaaaggce
gtgccagectg
aggttgggty
gatcctcage
acgagacaga
gaggagacag
gaggctgetg
cagacagtcet
gtggetgtte
ctgaagactt
cotgetetee
tgaaggctgg
aggecttoct

ttgetgegtg

<210> 20
<211> 3340
<212> ADN

agacatgggt
ggtcagcaca
ggagaggtca
cagatcatag
ttecattttece
ttteecccetea
cacccagctg
aggcacctte
ttcaaagggt
gtctetgtea
atcgttgatc
gtggtacaac
gaacaggcca
gagttcctgg
geeccteocagg
tgtagcgatg
gcggtatagg
atcctgatca
cagggagaca
agacggcatt
ggccetgtee
gctcagaaac
ctgggagagt
cactggtage
actgecgece
tcaagetete
caggaggttyg
cggaggceecg

gaggcagtgce

<213> Homo sapiens

<400> 20

ES 2676 146 T3

atggccteta
gocttatgea
gocecattge
gttccagtaa
aggaacttgg
tcaggecagga
gacagcttet
acggtggtca
ctctoceatt
agctccttga
tgtttcttgg
tttttaacat
ttgceggtag
aagcctteat
atttcatcgt
ctcactgggg
ctgaaggcga
tggtgggatg
gggaccaggc
gtcgattcac
tegteegtat
cacagcgtce
accacttage
aagatctacce
tgtggaactyg
ctcaagetet
ccgeeceetee
accccocteet

atgccctggg

aaaacatgge
cggcecttgga
tgaagacctt
tggacagttt
tgatgatate
agaagatgge
tacagtgctg
cctggtecac
tgectttaaa
ccaaatccac
cctcttoggt
cotccaaaaa
tcagctggag
ggatctgage
gagtgtcage
agaagaagat
actcagccag
tatctgtctt
agcacaggec
tgtcccaggt
ttaagcagtg
tgtgteccaag
tggeccectetg
atttactgag
agtgagcage
gtetettetyg
aacctggaat
eccttottggt

cacagtgeec
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cccagcagct
gagcttcagg
agtgatgece
gggtaaatgt
gtgggtgagt
ggtggeattg
gatgttaaac
gtggaagtcc
gaagatgtaa
aattttccct
gtccccgaag
cttatcecact
ctggctgtct
ctccggaate
cttggteccoe
attggtgctg
gttgggggtyg
ctgggcagca
tgccagcagyg
cagtggtggt
gatccagagg
gtggaggggg
ctcteoactge
tcaccccaaa
agcagcaatg
gcaggcacag
tcectggeage
tcageteagg

agttcctgee

tecagtecctt
ggtgecteoct
agttgaccca
aagctggeag
teatttteca
cccaggtatt
atgecctaaac
tettectegg
ttcaccagag
tgagtaccct
ttgacagtga
agetteagge
ggctggttga
tcegtgaggt
agggagagcea
ttggactggt
atcttgttga
tctcecectggg
aggatgccce
gcctgaagct
ggcaacgggg
tggegtgagt
agaatcctta
atgectgatg
tceccaccttt
gagagtggcce
agcagcggct
actetgaggg

ca

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940
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3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3532



tgcaagaaat
acttgaacat
gtttggecgac
ggtecttcaga
atgtatttgt
gtgggaaaca
ttttgaacta
atgacagtga
ataggacaag
caggggactt
tggcccttac
ggceocctetga
cagtcgggac
teteccatag
atgtgactag
tcaagtetga
agggacctga
gacagaatag
tcattttcca
aagaggagga
cacgatcagg
tggcaggatyg
gcttggtgga
ggactccaag
taagctgagg
ctccatgaac
cctcageagg
cagggaccag
ggggttgagg
ggggagactt

cgggggggat

gtagttctat
cataccaact
ttcacgaagg
ctctcaggte
ggagagtgaa
gteggtatcce
tcgaaatcac
gtggttagac
gocatteotg
cctggectget
cacaggggct
agactgcagg
tcagaggagg
ctgaggagte
ggaggagaag
ggaggagata
ttectaaacgg
gtgtccottgt
gaagtgcctg
cattgtecte
cagttctggg
agcaactctg
gectggggte
acaggacaag
attcagtcce
acagttcagqg
caaagggaga
ctecaaccett
agcgagaggc
ggtattttgt

agacatgggt
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ttattectetg
caaaggcagg
tcacacagct
tggtgtcate
aggctgteag
attgattaga
tatttggtat
agtgattecct
gtagagacgg
gtgtccttta
attcaggaac
gacagcaaca
aaagggaggg
cttgecaatgy
ggatataggg
gagaaaacaa
agatatgtga
tgccecatgg
agaggtgeag
tectettgtgt
gcccccagga
ggtggggggayg
atggctggta
gaagactgga
ccetggatte
gggcccgaag
ctcagagaaa
ctttaatgte
agttattttt
tcaatcatta

atggecctceta

ttctaatggg
tcttactage
gtcaggggga
ctagggggcet
tgagtaaget
ctgaatcatg
gactcaacct
agattagttt
agggagcagg
gcagggccett
agcctecectge
ggcacaaaga
gttgcggggg
ccttectgag
taatggtett
agcagagacc
ggctttetgg
agaatgggcet
ggcecgagtc
tgctgecagat
gggcagcctt
agtgggggat
tetggtteoct
gccctccaga
aagcccagea
acagcactgt
acatgggagg
atccagggag
gggtgggatt
agaagacaaa

aaaacatggce
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tataaacatt
aatgactggg
aaagtcagaa
tggtgatgge
taagagaaca
tagaattgct
catcectttaa
gggatgggge
ctgtocttcea
ggaggatgga
cgtggcactg
agtcaggctg
tcaatgggtg
ccatcageag
ctggggcctg
ctectettea
ggcagegatg
tcaggaagaa
tggttaggtg
gccacaaaac
ggggtgggca
gagcaggggg
ccoctgtgat
aacagatggg
tgtgectace
tacctggagce
gatttacagt
ggggccaggg
caccactttt
gggtttgttyg

cccageagcet

ttgttatcta
gctcagagag
cttggatcca
catatcttta
ggagacttgt
aatttcacca
gtacacattc
agtgeacttec
gctaggggece
aggactctcc
gagctgeggt
catgtggece
atgtgcttcce
gectatggeco
ctgggectgg
tctggggaga
gaaggacaag
tetgecteag
acagcgggtc

tgggccacgg

cagccagccc
acatgaagat
tecttettgg
cccaggtccg
cagccagatyg
ccacatacag
cacatgcagg
atggagggga
cccatgaaga
aacttgacct

tcagteccoctt

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860
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tctegtegat
ctgtgaccce
ggacgctctt
accttctgte
ggtgctgtag
tcatcagcag
gcttecatcat
tgtccttgac
caaaaactgt
tctccacgta
aggcttetga
cctegetgag
gggtacggag
tgaaattcag
ttgcaaaggc
gtgccagctg
aggttgggtg
gatccteage
acgagacaga
gaggagacag
gaggctgetg
aagctetect
ggaggttgcc
gaggceccgac

ggcagtgcat

<210> 21
<211> 3495
<212> ADN

ggtcagcaca
ggagaggtca
cagatcatag
ttecattttec
tttceecctea
cacccagctg
aggcaccttc
ttcaaagggt
gtctctgtca
atcgttgatc
gtggtacaac
gaacaggcca
gagttcctgg
gooctecagyg
tgtagcgatg
gcggtatagg
atcctgatca
cagggagaca
agacggcatt
ggeecctgtee
tggaactgag
caagctetgt
geecctocaa
cecctectee

gcectgggea

<213> Homo sapiens

<400> 21
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gecttatgea
gocccattge
gttccagtaa
aggaacttgg
tcaggcagga
gacagcttct
acggtggtca
ctctececatt
agctecttga
tgtttcttgg
tttttaacat
ttgceggtgg
aagccttcat
atttcatcgt
ctcactgggg
ctgaaggcga
tggtgggatg
gggaccaggce
gtcgattcac
tegteegtat
tgagcagcagqg
ctettetgge
cetggaatte
ttcttggtte

cagtgcccag

cggecttgga
tgaagacctt
tggacagttt
tgatgatatc
agaagatggc
tacagtgcetg
cctggtecac
tgcctttaaa
ccaaatccac
cctctteggt
cctccaaaaa
tcagectggag
ggatctgagc
gagtgtcage
agaagaagat
actcagccag
tatctgtctt
agcacaggcc
tgtcccaggt
ttaagcagtg
cagcaatgte
aggcacagga
ctggcageag
agctcaggac

tteetgecoca

gagcttcagg
agtgatgecce
gggtaaatgt
gtgggtgagt
ggtggcattg
gatgttaaac
gtggaagtcc
gaagatgtaa
aattttcect
gtccccgaag
cttatccact
ctggctgtet
ctccggaatc
cttggtecee
attggtgctg
gttgggggtg
ctgggcagca
tgccagcagg
cagtggtggt
gatccagagg
ccacctttee
gagtggectyg
cagcggetag

tctgagggtt

ggtgeetcet
agttgacceca
aagctggcag
tcattttoca
cccaggtatt
atgcecctaaac
tctteetegg
ttcaccagag
tgagtacecet
ttgacagtga
agecttecaggce
ggctggttga
tccgtgaggt
agggagagca
ttggactggt
atcttgttga
tctccectggg
aggatgcccce
gcctgaagcet
ggcaacgggg
tgectetecte
aaggctggca

goetteateg

gctgegtgga

tgcaagaaat gtagttctat ttattctctg ttctaatggg tataaacatt ttgttatcta

acttgaacat cataccaact caaaggcagg tcttactage aatgactggg getcagagag

gtttggcgac ttcacgaagg tcacacagcet gtcaggggga aaagtcagaa cttggatcca
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ggtcttecaga
atgtatttgt
gtgggaaaca
ttttgaacta
atgacagtga
ataggacaag
caggggactt
tggeccttac
ggcocctetga
cagtcgggac
tctcccatag
atgtgactag
tcaagtctga
agggacctga
gacagaatag
tcattttecca
aagaggagga
cacgatcagg
tggcaggatg
gettggtgga
ggactcecaag
taagctgagyg
ctccatgaac
cctecagecagyg
cagggaccag
ggggttgagy
ggggagactt
cgggggggat
tctegtegat
ctgtgacece

ggacgctett

ctctecaggte
ggagagtgaa
gtcggtatec
tcgaaatcac
gtggttagac
goecattectyg
cctggectget
cacaggggct
agactgcagy
tcagaggagg
ctgaggagtc
ggaggagaag
ggaggagata
ttctaaacgg
gtgtccttgt
gaagtgcctg
cattgtcecte
cagttctggg
agcaactctg
gectggggte
acaggacaag
attcagtccc
acagttcagg
caaagggaga
ctcaaccett
agcgagaggce
ggtattttgt
agacatgggt
ggtcagcaca
ggagaggtca

cagatcatag
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tggtgtcate
aggctgtcag
attgattaga
tatttggtat
agtgattect
gtagagacgyg
gtgtccttta
attcaggaac
gacagcaaca
aaagggaggg
cttgcaatgg
ggatataggy
gagaaaacaa
agatatgtga
tgccccatgg
agaggtgeag
tatottgtgt
gcccccagga
ggtggggggg
atggetggta
gaagactgga
ccctggatte
gggcccgaag
ctcagagaaa
ctttaatgte
agttattttt
tcaatcatta
atggcctcecta
gccttatgea
gceccattge

gttccagtaa

ctagggggct
tgagtaagct
ctgaatcatg
gactcaacct
agattagttt
agggagcagyg
gcagggecett
agcctectge
ggcacaaaga
gttgcggggg
ccttcectgag
taatggtett
agcagagacc
ggctttetgg
agaatgggcet
ggcecegagte
tgetgeagat
gggcagcctt
agtgggggat
tectggttect
gecctecaga
aagcccagca
acagcactgt
acatgggagg
atccagggag
gggtgggatt
agaagacaaa
aaaacatggc
cggecttgga
tgaagacctt

tggacagttt
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tggtgatgge
taagagaaca
tagaattgct
catcetttaa
gggatgggge
ctgtectica
ggaggatgga
cgtggeactg
agtcaggetyg
tcaatgggtg
ccatcagcag
ctggggectyg
ctocctettca
ggcagegatg
tcaggaagaa
tggttaggtg
gccacaaaac
ggggtgggca
gagcaggggyg
ccectgtgat
aacagatggg
tgtgcctacc
tacctggage
gatttacagt
ggggccaggy
caccactttt
gggtttgttg
ccecagecagcet
gagcttcagg
agtgatgeoce

gggtaaatgt

catatcttta
ggagacttgt
aatttcacca
gtacacatte
agtgecttee
getaggggec
aggactctce
gagctgeggt
catgtggece
atgtgcttcc
gcctatggec
ctgggectgg
tctggggaga
gaaggacaag
tctgecctcag
acagegggtce
tgggecacgy
cagccagccc
acatgaagat
tecettettgg
cccaggtecyg
cagccagatg
ccacatacag
cacatgcagg
atggagggga
cccatgaaga
aacttgacct
tcagtccecectt
ggtgecctect
agttgaccca

aagctggcag
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accttetgte
ggtgctgtag
tcatcagcag
gottcatcat
tgtcecttgac
caaaaactgt
tctcecacgta
aggcttctga
cctegetgag
gggtacggayg
tgaaattcag
ttgcaaaggce
gtgccagctg
aggttgggty
gatcctcagc
acgagacaga
gaggagacag
gaggctgcetg
cagacagtct
gtggctgtte
ctgaagactt
ctggcaggca
aattcctgge
ggttcagcte

cccagttect

<210> 22
<211> 3492
<212> ADN

ttcattttee
tttcecectea
cacccagctg
aggcacctte
ttcaaagggt
gtctctgtca
atcgttgatc
gtggtacaac
gaacaggcca
gagttcctgg
gcecteccagg
tgtagegatg
gcggtatagg
atcctgatea
cagggagaca
agacggcatt
ggceccectgtee
gctcagaaac
ctgggagagt
cactggtage
actgeccgece
caggagagtg
agcagcageyg
aggactctga

gceca

<213> Homo sapiens

<400> 22
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aggaacttgg
tcaggcagga
gacagcttct
acggtggtca
ctctcecatt
agctccttga
tgtttcttgg
tttttaacat
ttgecegatgg
aagccttcat
atttcatcgt
ctecactgggg
ctgaaggcga
tggtgggatg
gggaccaggc
gtcgattcac
tcgtccgtat
cacagcgtec
accacttagc
aagatctacc
tttectgete
gectgaagge
getaggoett

gggttgctge

tgatgatatec
agaagatgge
tacagtgctg
cctggtecac
tgcctttaaa
ccaaatccac
cctctteggt
cctccaaaaa
tcagectggag
ggatctgage
gagtgtcage
agaagaagat
actcagccag
tatctgtett
agcacaggcc
tgtcccaggt
ttaagcagtg
tgtgtccaag
tggccctctg
atttactgag
tecteaaget
tggcaggagy
ccteggagge

gtggaggcag

gtgggtgagt
ggtggcattyg
gatgttaaac
gtggaagtcc
gaagatgtaa
aattttcecct
gtcceccgaag
cttatccact
ctggetgtet
ctccggaatce
cttggtcecce
attggtgcetg
gttgggagtyg
ctgggcagea
tgccagcagyg
cagtggtggt
gatccagagg
gtggaggggy
ctctcactge
tcaccccaaa
ctectcaage
ttgoegecee
cogacecoct

tgecatgecct

tcattttcca
cccaggtatt
atgcctaaac
tctteoctegg
ttcaccagag
tgagtaccct
ttgacagtga
agcttcagge
ggctggttga
tcecgtgaggt
agggagagca
ttggactggt
atcttgttga
toteocotggg
aggatgcccce
gcctgaagct
ggcaacgggyg
tggegtgagt
agaatcctta
atgcctgatg
tetgtetett
tecaacetgg

cotecttett

gggcacagtg

tgcaagaaat gtagttctat ttattctctg ttctaatggg tataaacatt ttgttatcta

acttgaacat cataccaact caaaggcagg tcttactage aatgactggg getcagagag

gtttggcgac ttcacgaagg tcacacagcet gtcaggggga aaagtcagaa cttggatcca
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2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3495

120

180



ggtctteaga
atgtatttgt
gtgggaaaca
ttttgaacta
atgacagtga
ataggacaag
caggggactt
tggccocottac
ggccctctga
cagtcgggac
tctceocatag
atgtgactag
tcaagtctga
agggacctga
gacagaatag
tcattttceca
aagaggagga
cacgatcagg
tggcaggatg
gcettggtgga
ggactccaag
taagctgagyg
ctccatgaac
cctcagoagg
cagggaccag
ggggttgagg
ggggagactt
cgggggggat
tctegtegat
ctgtgaccec
ggacgctett

accttctgtce

ctctecaggte
ggagagtgaa
gteggtatcc
togaaatcac
gtggttagac
gccattectg
cctggetget
cacaggggcet
agactgcagg
tcagaggagg
ctgaggagte
ggaggagaag
ggaggagata
ttctaaacgg
gtgtccttgt
gaagtgcctg
cattgtecte
cagttctggg
agcaactctg
gcectggggte
acaggacaag
attcagtcce
acagttcagg
caaagggaga
ctcaaccctt
agcgagaggc
ggtattttgt
agacatgggt
ggtcagcaca
ggagaggtca
cagatcatag

ttcattttce

ES 2676 146 T3

tggtgteoate
aggctgtcag
attgattaga
tatttggtat
agtgattecct
gtagagacgg
gtgtccttta
attcaggaac
gacagcaaca
aaagggaggg
cttgeaatgg
ggatataggg
gagaaaacaa
agatatgtga
tgcccoatgg
agaggtgeag
tetecttgtgt
geccccagga
ggtggggggg
atggetggta
gaagactgga
cectggatte
gggcccgaag
ctcagagaaa
ctttaatgtc
agttattttt
tcaatcatta
atggecctcta
gecttatgea
gececcattge
gttcecagtaa

aggaacttgg

ctaggggget
tgagtaagct
ctgaatcatg
gactcaacct
agattagttt
agggagcagg
gcagggccectt
agecctectge
ggcacaaaga
gttgcggggg
cettoetgag
taatggtctt
agcagagacc
ggectttetgg
agaatgggct
ggcccgagtco
tgctgcagat
gggcagectt
agtgggggat
tetggtteoct
gccctcoccaga
aagcccagea
acagcactgt
acatgggagg
atccagggag
gggtgggatt
agaagacaaa
aaaacatggc
cggccttgga
tgaagacctt
tggacagttt

tgatgatatc

tggtgatgge
taagagaaca
tagaattgct
catcctttaa
gggatgggge
ctgtccttea
ggaggatgga
cgtggecactg
agtcaggctg
tcaatgggtg
ccatcageag
ctggggcctg
ctcctcttca
ggcagcgatg
tcaggaagaa
tggttaggtg
gccacaaaac
ggggtgggca
gagcaggggg
ccectgtgat
aacagatggg
tgtgecctace
tacctggagc
gatttacagt
ggggccaggg
caccactttt
gggtttgttg
cccagcaget
gagcttcagy
agtgatgecece
gggtaaatgt

gtgggtgagt
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catatcttta
ggagacttgt
aatttcacca
gtacacatte
agtgccttee
gctaggggec
aggactctcc
gagctgeggt
catgtggecce
atgtgecttee
goctatggee
ctgggcctgg
tctggggaga
gaaggacaag
tetgectecag
acagcgggtc
tgggccacgg
cagccageco
acatgaagat
tecttettgg
cccaggtocyg
cagcecagatg
ccacatacag
cacatgcagg
atggagggga
cccatgaaga
aacttgacct
tcagteccett
ggtgcctect
agttgaccca
aagetggceag

tcatttteca

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040

2100



10

ggtgctgtag
tcatcagcag
getteateat
tgtcettgac
caaaaactgt
tctccacgta
aggcttetga
cctegetgag
gggtacggag
tgaaattcag
ttgcaaaggc
gtgccagctg
aggttgggtyg
gatcctcagc
acgagacaga
gaggagacag
gaggctgget
acagtctctg
getgtteocac
aagacttact
gcaggcacag
toctggeage
tcageteagyg

agttcetgece

<210> 23
<211> 3510
<212> ADN

tttecececctea
caccecagetg
aggcacctte
ttcaaagggt
gteteotgteoa
atcgttgatc
gtggtacaac
gaacaggcca
gagttcctgg
goccctccagg
tgtagcgatg
gcggtatagg
atcctgatca
cagggagaca
agacggcatt
ggcecctgtee
cagaaaccac
ggagagtacc
tggtagecaag
geegoccktt
gagagtggec
agcagegget
actetgaggyg

ca

<213> Homo sapiens

<400> 23

ES 2676 146 T3

tecaggcagga
gacagcttet
acggtggtca
ctotoceatt
agctcocttga
tgtttcttgg
tttttaacat
ttgceggtgg
aagcctteat
atttcatcgt
ctcactgggg
ctgaaggcga
tggtgggatg
gggaccaggc
gtcgattcac
tegteogtat
agcgtceotgt
acttagetgg
atctaccatt
cotgotetee
tgaaggetgg
aggecttecet

ttgotgegtyg

agaagatgge
tacagtgctyg
cctggtecac
tgcctttaaa
ccaaatceac
cctetteggt
cctccaaaaa
tcagctggag
ggatctgage
gagtgtcage
agaagaagat
actcagccag
tatctgtctt
agcacaggcc
tgtcccaggt
ttaagcagtg
gtccaaggtg
coctoetgete
tactgagtca
tcaagetcote
caggaggttyg
cggaggeceg

gaggcagtge

ggtggcattg
gatgttaaac
gtggaagtce
gaagatgtaa
aatttteccot
gtccocccgaag
cttatccact
ctggetgtet
cteccggaate
cttggteocce
attggtgctg
gttgggggtyg
ctgggcagca
tgccagcagg
cagtggtggt
gatccagagg
gagggggtgyg
tcactgcaga
ccccaaaatg
ctcaagetet
cogeacetec
accecectecot

atgeoeoctggy

cccaggtatt
atgcoctaaac
tettectegg
ttecaccagag
tgagtaccct
ttgacagtga
agcttecagge
ggctggttga
tcegtgaggt
agggagagca
ttggactggt
atcttgttga
tctcecectggg
aggatgcccc
gcctgaaget
ggcaacgggyg
cgtgagtcag
atcocttagtg
cotgatgetg
gtoetettetg
aacctggaat
cottettggt

cacagtgece

tgcaagaaat gtagttctat ttattctetg ttctaatggg tataaacatt ttgttatcta

acttgaacat cataccaact caaaggcagg tcttactagc aatgactggg gctcagagag

gtttggegac ttcacgaagg tcacacaget gtcaggggga aaagtcagaa cttggatcca

ggtcttcaga ctctcaggte tggtgtcatc ctaggggget tggtgatgge catatcttta
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2220

2280

2340

2400

2460

2520
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2700
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2340
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atgtatttgt
gtgggaaaca
ttttgaacta
atgacagtga
ataggacaag
caggggactt
tggcecttac
ggcocctatga
cagtagggac
tctecccatag
atgtgactag
tcaagtetga
agggacctga
gacagaatag
tcattttcca
aagaggagga
cacgatcagg
tggcaggatg
gcttggtgga
ggactccaag
taagctgagg
ctccatgaac
cctocageagyg
cagggaccag
ggggttgagy
ggggagactt
cgggggggat
tctegtegat
ctgtgacccc
ggacgctett

accttetgte

ggagagtgaa
gtcggtatce
tocgaaatcac
gtggttagac
gecatteetg
cotggetget
cacaggggct
agactgcoagg
tcagaggagyg
ctgaggagtc
ggaggagaag
ggaggagata
ttctaaacgg
gtgteccttgt
gaagtgcctg
cattgtecte
cagttetggg
agcaactctg
gcctggggte
acaggacaag
attcagtece
acagttcagg
caaagggaga
ctecaaccett
agegagagge
ggtattttgt
agacatgggt
ggtcagcaca
ggagaggtca
cagatcatag

ttecattttee

ES 2676 146 T3

aggctgtcag
attgattaga
tatttggtat
agtgattcct
gtagagacgg
gtgtcacttta
attcaggaac
gacagcaaca
aaagggaggyg
cttgcaatgg
ggatataggyg
gagaaaacaa
agatatgtga
tgececatgg
agaggtgcag
tatcttgtgt
gaccacagga
ggtggggggyg
atggctggta
gaagactgga
ccctggatte
gggcccgaag
ctcagagaaa
ctttaatgte
agttattttt
tcaatcatta
atggccteta
gccttatgea
gcceccattge
gttccagtaa

aggaacttgg

tgagtaagct
ctgaatcatg
gactcaacct
agattagttt
agggagcagqg
goeagggeett
agcctectge
ggcacaaaga
gttgcggggyg
ccttecetgag
taatggtctt
agcagagacc
ggctttctgg
agaatgggcet
ggceccgagtce
tgctgeagat
gggcagoctt
agtgggggat
tctggttcct
geoctecaga
aagceocagea
acagcactgt
acatgggagg
atccagggag
gggtgggatt
agaagacaaa
aaaacatggce
cggoettgga
tgaagacctt
tggacagttt

tgatgatatc

138

taagagaaca
tagaattgct
catcctitaa
gggatgggge
ctgteecttea
ggaggatgga
cgtggcactg
agtcaggotg
tcaatgggtyg
ccatcagcag
ctggggcctyg
ctcctecttca
ggcagcgatg
tcaggaagaa
tggttaggtyg
gcecacaaaac
ggggtgggea
gagcaggggg
ccecctgtgat
aacagatggg
tgtgcetace
tacctggagc
gatttacagt
ggggccaggg
caccactttt
gggtttgttyg
cccageaget
gagcttcagg
agtgatgecec
gggtaaatgt

gtgggtgagt

ggagacttgt
aatttcacca
gtacacattc
agtgccttee
getaggggee
aggactcetee
gagctgeggt
catgtggeccc
atgtgetteoe
gcctatggece
ctgggeetgg
tctggggaga
gaaggacaag
tetgecteag
acagcgggtc
tgggececacgg
cagocagace
acatgaagat
tccttcettgg
cccaggtecg
cagccagatyg
ccacatacag
cacatgcagg
atggagggga
cccatgaaga
aacttgacct
tcagtecctt
ggtgecctect
agttgaccca
aagctggeag

tcatttteca

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1449

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



10

ggtgctgtag
tcatcagcag
getteateat
tgtcettgac
caaaaactgt
tctccacgta
aggcttetga
cctegetgag
gggtacggag
tgaaattcag
ttgcaaaggc
gtgccagctg
aggttgggtyg
gatcctcagc
acgagacaga
gaggagacag
gaggcgaaag
gggggtggeg
actgcagaat
ccaaaatgec
caagetetgt
goccoctocaa
ccacotectee

gcceoctgggea

<210> 24
<211> 3303
<212> ADN

tttecececctea
caccecagetg
aggcacctte
ttcaaagggt
gteteotgteoa
atcgttgatc
gtggtacaac
gaacaggcca
gagttcctgg
goccctccagg
tgtagcgatg
gcggtatagg
atcctgatca
cagggagaca
agacggcatt
ggcecctgtee
gagtcattgt
tgagtcagac
ccttagtgge
tgatgctgaa
ctettetgge
cotggaatte
ttettggtte

cagtgcccag

<213> Homo sapiens

<400> 24

tgcaagaaat
acttgaacat
gtttggcgac

ggtcttcaga

gtagttctat
cataccaact
ttcacgaagyg

ctectcaggte

ES 2676 146 T3

tecaggcagga
gacagcttet
acggtggtca
ctotoceatt
agctcocttga
tgtttcttgg
tttttaacat
ttgceggtgg
aagcctteat
atttcatcgt
ctcactgggg
ctgaaggcga
tggtgggatg
gggaccaggc
gtcgattcac
tegteogtat
acctggetca
agtctctggyg
tgttoccactyg
gacttactge
aggcacagga
ctggeageag
agctcaggac

ttectgeeeca

ttattctectg
caaaggcagg
tcacacagcet

tggtgtcatc

agaagatgge
tacagtgctyg
cctggtecac
tgcctttaaa
ccaaatceac
cctetteggt
cctccaaaaa
tcagctggag
ggatctgage
gagtgtcage
agaagaagat
actcagccag
tatctgtctt
agcacaggcc
tgtcccaggt
ttaagcagtg
gaaaccacag
agagtaccac
gtagcaagat
cgeccttteo
gagtggecctyg
cageggetag

totgagggtt

ggtggcattg
gatgttaaac
gtggaagtce
gaagatgtaa
aatttteccot
gtccocccgaag
cttatccact
ctggetgtet
cteccggaate
cttggteocce
attggtgctg
gttgggggtyg
ctgggcagca
tgccagcagg
cagtggtggt
gatccagagg
cgtcetgtgt
ttagotggee
ctacecattta
tgceteteocte
aaggctggeca
gocttecteg

gctgegtgga

cccaggtatt
atgcoctaaac
tettectegg
ttecaccagag
tgagtaccct
ttgacagtga
agcttecagge
ggctggttga
tcegtgaggt
agggagagca
ttggactggt
atcttgttga
tctcecectggg
aggatgcccc
gcctgaaget
ggcaacgggyg
ccaaggtgga
ctetgetete
ctgagtcace
aagcteotoct
ggaggttgce
gaggececogac

ggeagtgeat

ttctaatggg tataaacatt ttgttatcta

tcttactagec aatgactggg gctcagagag

gtcaggggga aaagtcagaa cttggatcca

ctaggggget tggtgatggce catatcttta

139
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atgtatttgt
gtgggaaaca
ttttgaacta
atgacagtga
ataggacaag
caggggactt
tggcccttac
ggecctotga
cagtcgggac
tctceeatag
atgtgactag
tcaagtctga
agggacctga
gacagaatag
tcatttteca
aagaggagga
cacgatcagg
tggcaggatg
gcttggtgga
ggactccaag
taagctgagg
ctccatgaac
cctcagragg
cagggaccag
ggggttgagg
ggggagactt

egggggggat

tectecgteogat
ctgtgacece
ggacgctett

accttetgte

ggtgctgtag

ggagagtgaa
gtecggtatce
tcgaaatcac
gtggttagac
gccattectg
cctggetget
cacaggggct
agactgcagg
tcagaggagg
ctgaggagtc
ggaggagaag
ggaggagata
ttctaaacgg
gtgteccttgt
gaagtgcctg
cattgtcctc
cagttctggg
agcaactctg
gcectggggte
acaggacaag
attcagtcce
acagttcagg
caaagggaga
ctcaaccctt
agcgagaggc
ggtattttgt
agacatgggt
ggtcagcaca
ggagaggtca
cagatcatag
ttecattttee

tttcceetea

ES 2676 146 T3

aggctgteag
attgattaga
tatttggtat
agtgattect
gtagagacgg
gtgtcottta
attcaggaac
gacagcaaca
aaagggaggg
cttgcaatgg
ggatataggg
gagaaaacaa
agatatgtga
tgceccatgg
agaggtgcag
totettgtgt
gccocccagga
ggtggagaaqa
atggctggta
gaagactgga
ccctggatte
gggcccgaag
ctcagagaaa
ctttaatgte
agttattttt
tcaatcatta
atggecctceta
gocttatgea
gecceattge
gttccagtaa
aggaacttgg

tcaggcagga

tgagtaaget
ctgaatcatg
gactcaacct
agattagttt
agggagcagg
gcagggccett
agccteoctge
ggcacaaaga
gttgcggggg
ccttectgag
taatggtett
agcagagacc
ggctttctgg
agaatgggct
ggcccgagtc
tgctgcagat
gggcagectt
agtgggggat
totggttoct
gcecctecaga
aagcccagea
acagcactgt
acatgggagyg
atccagggag
gggtgggatt
agaagacaaa
aaaacatggc
cggecttgga
tgaagacctt
tggacagttt
tgatgatate

agaagatggce

taagagaaca
tagaattgct
catcctttaa
gggatgggge
ctgtcctteca
ggaggatgga
cgtggcactg
agtecaggctg
tcaatgggtg
ccatcagecag
ctggggectg
ctcctcttca
ggcagcegatg
tcaggaagaa
tggttaggtg
gccacaaaac
ggggtgggea
gagcaggggg
ccectgtgat
aacagatggg
tgtgectace
tacctggage
gatttacagt
ggggccaggg
caccactttt
gggtttgttg
cccagecaget
gagcttecagg
agtgatgcec
gggtaaatgt
gtgggtgagt

ggtggecattg
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ggagacttgt
aatttcacca
gtacacattc
agtgeccttee
gctaggggee
aggactctce
gagctgeggt
catgtggcce
atgtgcttee
gectatggec
ctgggeetgg
tetggggaga
gaaggacaag
tetgecteag
acagcgggtc
tgggccacgg
cagccagece
acatgaagat
toottcottgg
cecaggtecg
cagccagatg
ccacatacag
cacatgcagg
atggagggga
cccatgaaga
aacttgacct
tecagtecctt
ggtgoctect
agttgaccca
aagctggeag
teatttteca

cccaggtatt

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
%00
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1880
2040
2100

2160



10

tcatcagcag
gettecateat
tgteccttgac
caaaaactgt
tcteocacgta
aggcttotga
cctegetgag
gggtacggag
tgaaattcag
ttgcaaaggce
gtgccagctg
aggttgggty
gatccetecage
acgagacaga
gaggagacag
gaggctgett
ggagagtggc
cagcageggce
gactctgagg

cca

<210> 25
<211> 3300
<212> ADN

cacccagctg
aggcacctte
ttcaaagggt
gtctetgtea
atcgttgate
gtggtacaac
gaacaggcca
gagttcctgg
gccctccagg
tgtagegatg
gcggtatagg
atcctgatca
cagggagaca
agadggcatt
ggecctgtec
tocetgetete
ctgaaggctg
taggecttee

gttgectgegt

<213> Homo sapiens

<400> 25

tgcaagaaat
acttgaacat
gtttggecgac
ggtcttcaga
atgtatttgt
gtgggaaaca
ttttgaacta

atgacagtga

gtagttctat
cataccaact
ttcacgaagg
ctctecaggte
ggagagtgaa
gteggtatee
tcgaaatcac

gtggttagac

ES 2676 146 T3

gacagcttet
acggtggtca
ctcteccatt
agcteettga
tgtttettgg
tttttaacat
ttgceggtgg
aagccttcat
atttcatecgt
ctcactgggg
ctgaaggcga
tggtgggatyg
gggaccaggce
gtcagatteac
tegtecegtat
ctecaagetet
gcaggaggtt
toggaggoce

ggaggcagtg

ttattctetg
caaaggcagg
tcacacagect
tggtgtcatc
aggctgtcag
attgattaga
tatttggtat

agtgattecet

tacagtgcectg
cctggtcocac
tgcetttaaa
ccaaatccac
cctectteggt
cctccaaaaa
tcagetggay
ggatctgage
gagtgtcage
agaagaagat
actcagccag
tatctgtctt
agcacaggec
tgtecccaggt
ttaagcagtg
cectecaagete
gecgecacte
gaccecetee

catgccctgg

ttctaatggg
tcttactagc
gtcaggggga
ctaggggget
tgagtaagcet
ctgaatcatg
gactcaacct

agattagttt

141

gatgttaaac
gtggaagtcc
gaagatgtaa
aattttecct
gtccccgaag
cttatceact
ctggetgtet
ctccggaatc
cttggtccce
attggtgctg
gttgggggtyg
ctgggcagca
tgocagcagyg
cagtggtggt
gatccagagg
tgtectettet
caacctggaa
tocttettgg

gcacagtgcc

tataaacatt
aatgactggg
aaagtcagaa
tggtgatgge
taagagaaca
tagaattget

catcctttaa

gggatgggge

atgcctaaac
tcocttectegg
ttecaccagag
tgagtaccct
ttgacagtga
agcttcagge
ggctggttga
tceogtgaggt
agggagagca
ttggactggt
atcttgttga
tectecectggg
aggatgecocce
gacetgaaget
ggcaacgggg
ggcaggcaca
ttectggeag
ttcagcteag

cagttcectge

ttgttatcta
gctcagagag
cttggatcca
catatcttta
ggagacttgt
aatttcacca
gtacacattc

agtgecettee

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3303

60

120

180

240

300

360

420

480



ataggacaag
caggggactt
tggeecttac
ggecctctga
cagtegggac
teteccatag
atgtgactag
tcaagtotga
agggacctga
gacagaatag
tcattttcca
aagaggagga
cacgatcagg
tggcaggatyg
gcttggtgga
ggactccaag
taagatgagg
ctccatgaac
cctcagcagg
cagggaccag
ggggttgagg
ggggagactt
cgggggggat
tetegtegat
ctgtgacece
ggacgctctt
accttetgte
ggtgctgtag
tcatcagcag
gettecateat

tgtoettgac

gccattectg
cctggctgcet
cacagggget
agactgcagyg
tcagaggaqgqg
ctgaggagtc
ggaggagaag
ggaggagata
ttctaaacgyg
gkgtcecttgt
gaagtgcctg
cattgtccte
cagttctggg
agcaactctg
gectggggte
acaggacaag
attcagtecce
acagttcagg
caaagggaga
ctecaaccett
agegagagge
ggtattttgt
agacatgggt
ggtcagcaca
ggagaggtca
cagatcatag
ttcattttee
ttteceoctea
cacccagctg
aggcacctte

ttcaaagggt
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gtagagacgg
gtgtccttta
attcaggaac
gacagcaaca
aaagggaggg
cttgcaatygg
ggatataggg
gagaaaacaa
agatatgtga
tgceccecatgg
agaggtgcag
tcotettgtgt
gccocccagga
ggtgggagygy
atggctggta
gaagactgga
ccactggatte
gggcccgaag
ctcagagaaa
ctttaatgte
agttattttt
tcaatcatta
atggeecteta
gccttatgeca
gceccattge
gttccagtaa
aggaacttgg
tcaggcagga
gacagcttct
acggtggtcea

cteteccatt

agggagcagg
gcagggcctt
agcctectge
ggoacaaaga
gttgeggggg
cottoctgag
taatggtctt
agcagagacc
ggctttetgyg
agaatgggct
ggcccgagtce
tgctgcagat
gggcagcctt
agtgggggat
tctggttccet
gccctccaga
aagcoccagca
acagcactgt
acatgggagg
atccagggag
gggtgggatt
agaagacaaa
aaaacatgge
cggecttgga
tgaagacctt
tggacagttt
tgatgatatc
agaagatggc
tacagtgctg
cctggtecac

tgoctttaaa
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ctgtecettea
ggaggatgga
cgtggeactg
agtcaggetg
tcaatgggtg
ccatcagoag
ctggggcetg
atecctettea
ggcagcgatg
tcaggaagaa
tggttaggtg
gccacaaaac
ggggtgggea
gagcaggggg
cccctgtgat
aacagatggg
tgtgactace
tacctggagc
gatttacagt
ggggecaggyg
caccactttt
gggtttgttg
cccagcaget
gagcttecagg
agtgatgece
gggtaaatgt
gtgggtgagt
ggtggcattg
gatgttaaac
gtggaagtee

gaagatgtaa

gctaggggee
aggactctcc
gagctgeggt
catgtggcce
atgtgettee
goctatggec
ctgggectgg
tetggggaga
gaaggacaaqg
tctgectecag
acagcgggtc

tgggccacgg

cagccagacc
acatgaagat
tccttettgg
cccaggteeg
cagcecagatg
ccacatacag
cacatgcagg
atggagggga
cccatgaaga
aacttgacct
tcagteoott
ggtgecctect
agttgacccea
aagctggcaqg
tcatttteca
cccaggtatt
atgcctaaac
tettectegg

tteaccagag

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340
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caaaaactgt
tctccacgta
aggcttetga
cctegetgay
gggtacggayg
tgaaattcag
ttgcaaaggc
gtgccagetyg
aggttgggtg
gatcetcage
acgagacaga
gaggagacag
gaggctttce
gagtggectyg
cageggctag

tctgagggtt

<210> 26
<211> 1321
<212> ADN

gtctetgtea
atcgttgate
gtggtacaac
gaacaggcca
gagttcctgg
geectocagyg
tgtagcgatg
geggtatagg
atcctgatca
cagggagaca
agacggcatt
ggecctgtee
tgctetecte
aaggctggea
geetteccteg

gctgegtaga

<213> Macaca mulatta

<400> 26

atgtcattca
tttctgggtg
cattaagaag
ctctaaaaac
atgeacggece
attgetgaag
agtaatggece
cttggtgatg
caggaagaag
cttctcacag

ggtegectgg

ccatttgect

gggagggggc
ggattcacca
acaaagggtt
atggcocccag
ttggagaget
accttagtga
agtctgggta
atatcatggg
atggcggtgg
tggtagatgt
tecacgtgga

ttaaagaaga
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agctccttga
tgtttcttgg
tttttaacat
ttgeeggtgy
aagcctteat
atttecategt
ctcactgggg
ctgaaggcega
tggtgggatg
gggaccagge
gtcgattcac
tegtcocgtat
aagctctect
ggaggttgec
gaggecegac

ggcagtgcat

cagggatgga

cttttcccat
tgttgaactt
cagettcagt
tecaggggtge
tacccaggty
aatgtaagtt
tgagttecatt
cattgcecag
taaacatgcc
agteccotette

tgtaattcac

ccaaatccac
cctetteggt
cctccaaaaa
tcagectggag
ggatctgage
gagtgtcage
agaagaagat
actcagecag
tatctgtctt
agcacaggac
tgtcccaggt
ttaagcagtg
caagctctgt
gcccctecaa
cceoctectee

gccetgggea

ggggaggggc
gaagagggga
gacctcgggg
cectttetea
ctectecgtyg
goccaggact
ggcagacctg
ttecaggtge
gtatttecatc
taaacgeccte
cttggtggece

cagagcaaaa
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aatttteect
gteccccgaag
cttatcecact
ctggetgtet
ctecoggaate
attggtecee
attggtgctg
gttgggggtyg
ctgggcagca
tgccageagg
cagtggtggt
gatccagagg
ctcttectgge
cctggaatte
ttettggtte

cagtgcecag

tgaggagtga
gacttggtat
ggaatagaca
tecgatggtea
atccocgaga
gtetteagat
ctgtttteat
tgecagtttee
agcagcaccc
atcatgggca
tcaacgteaa

actgtgtcte

tgagtaccet
ttgacagtga
agcttecagge
ggctggttga
teccgtgaggt
agggagagca
ttggactggt
atcttgttga
tctcecectggg
aggatgcdcce
gcctgaagcet
ggcaacgggg
aggcacagga
ctggeageag
agctecaggac

ttcctgecceca

caggcagtta
tttgttcaat
tgggtatgge
gceacagecett
ggtcagecee
cataggttece
tttcecaggaa
cotecatcagg
agctggacag
ccttcacggt
agggtetete

tgtcaagctce

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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cttgaccaaa
cttggectet
gacatcctcc
ggtggtcage
ttcatggacc
actgtgagtg
tggggagaag
goccgaactca
ggatgtatce
caggcagcac

g

<210> 27
<211> 2064
<212> ADN

tccacaattt
tcggtgtect
aaaaacttat
tggagctgge
tgagcctccg
tcagccttgg
aagatattgg
gccaggetgg
gtettetgayg

aggcctgeca

<213> Macaca mulatta

<400> 27

gtttgcagtce
gggggccagg
tcaccacttt
agggtttgtt
ccocageage
agagcttcag
tagtgatace
tgggtaaatg
catgggtgag
cggtggeatt
agatgttaaa
cgtggaagte
agaagatgta
caattttcce
tgtcctcaaa
acttatccac

getggetgte

acacacgcag
gatggagggg
tcccatgaag
gaacttgace
ttecagtcecect
gggtgcctee
caggtggece
taagttggca
tteattttee
gcccaggtat
catgcctaaa
ctettecttg
attcaccaga
ttgagtttec
gttgacagag
taccttcagg

tggcttgttg
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teccttgagt
caaagttgac
ccactacctt
tgtctggett
gaatctccgt
tccccaggga
tgctgttgga
gggtgatcett
cagcatctee

gcaggaggac

gcagggacca
aggggcetgag
aggggagact

teggggggaa

ttctecatcga
tecgtgatceo
aggactgtet
gacctgetgt
aggtgctgea
ttcatcagea
cgcctcatca
gtggcctcaa
gcaaaaactg
ttctccacgt
aaggcttctg
ctcttgttga

agggtatgga

ttcecttetcee
agagaaggct
caggctcettg
gttgagggta
gacgttgaaa
gagcattgca
ctggtgtgce
gttgagggtt
ctggggatec

gcecccatgag

gctcaaccct
gagtgacagg
tggtattttg
tagacatggg
tggtcagcac
ccgagaggte
tcagatcata
tttcatttte
gtttcccete
gcacccagcet
tgggcacctt
cgtcaaaggg
tgteotetgte
aattgttgat
agtggtacag
ggaacaggcc

ggagttcetg

144

acgtaattgt
tctgagtggt
ttgaggaaca
tggaggagtt
ttcaggccct
aaggctgtag
agctggeggt
gggtggtect
tcagecagag

acagaagatg

tctttaatgt
cagttattte
ttcaatcatt
tatggecetct
agccttatge
agccccattg
ggttecagta
caggaacttg
atcaggeagg
ggacagcectte
cacggtggte
tctcotococat
aagctccttg
ctgtttecttg
ttttttgaca
gttgccggtg

gaagccttca

tgatctgttt
acagtttttt
ggccgttgee
cctggaagece
ccaggatttc
cgatgctcac
ataggctgaa
gatcatggtg
agceggggag

gecattgteet

cattcaggga
tgggtgggat
aagaagacaa
aaaaacatgg
acggccttgg
ctgaagacet
atggecagte
gtgatgatat
aagaagatgg
tcacagtggt
gectggtcea
ttgcetttaa
accaaatcca
gocctettegg
tcctccaaaa
gtcagctgga

tggacctgag

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1321

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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ccteceocggaat
cettggtece
tattggtget
ggctggggagt
tctgggeage
ctgeccageag
tcagtggtgg
gggtgcagag
ccggaggagce
tceggacgcet
tacctggcte
cagtcgetygg
ctgttccact
agactgatgc
gatcccctee
cacgeectygy
tggeggagge

tgccaggecag

<210> 28
<211> 1608
<212> ADN

cteegtgacyg
cagggagagc
gttggactgg
gatcttgttg
atctecctgg
gaggacgcaa
tgectgagge
gggcaacggyg
aaacagggac
ctgcctgage
agaaaccaca
gagagtacca
ggtagcaaga
cgccctggaa
toctectttg
geacagggee
aataggttgg

acacaagact

<213> Macaca mulatta

<400> 28

gtttgecagtc
gggggccagy
tcaccacttt
agggtttgtt
ccccageage
agagcttcag
tagtgatacc
tgggtaaatg
catgggtgag

cggtggceatt

acacacgcag
gatggaggyg
tcccatgaag
gaacttgace
ttcagtceocct
gggtgecctee
caggtggece
taagttggea
ttcattttee

gcecaggtat
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ttgaaattca
attgcaaagg
tgtgccaget
agggttgggt
ggatcctcag
catgagacag
tgaggagaca
ggaggctget
taagttcaca
agcatacagc
gtgtcctgeg
ctttgectgge
tctaccattt
ttcctggecag
ctcagctcag
cagttectge
g9g929999cgg

gggc

gcagggacca
aggggctgag
aggggagact
teggggggaa
ttctcatcga
teoogtgatee
aggactgtet
gacctgatgt
aggtgctgca

ttecatcagea

ggcecctecag
ctgtagecgat
ggcggtatag
ggtcctgate
ccagagagec
aagatggcat
gagcectgte
ggtgaatatt
ggctgggege
ctccactgca
tccaaggtgyg
cctotgetet
actaattcac
cagcagtgge
tactctgagg
ccacccagga

ggagettggg

gctcaaccct
gagtgacagyg
tggtattttg
tagacatggg
tggtcagcac
ccgagaggtoe
tcagatcata
tttcatttte
gtttcececte

gcacccaget

145

gatttcactg
gctcactggg
gctgaagecg
atggtgggat
ggggagcagyg
tgtcgattca
cttgtcegta
aaccaagatc
tgagtegece
cgtaccaaaa
agggggtgge
cactgcagaa
cccgaaatge
taggcctteoc
gttgectgegt
agttggecte

caggaagggg

tctttaatgt
cagttattte
ttcaatcatt
tatggectet
agocttatge
agcceocattg
ggttccagta
caggaacttg
atcaggcagg

ggacagctte

tgagtgtcag
gagaagaaga
aactcagcca
gtatccgtet
cagcacaggce
ccgteccagg
tttaagcagt
accccagtta
geccacgetyg
ggagtcattg
gtgagtcage
tocttagegg
ctgatgctga
tcagagtgct
ggaggcagtg
gggtggeggg

ccettgeccat

cattcaggga
tgggtgggat
aagaagacaa
aaaaacatgg
acggecttgg
ctgaagacect
atggecagte
gtgatgatat
aagaagatgg

tcacagtggt

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2064

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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15

20

agatgttaaa
cgtggaagtc
agaagatgta
caattttecce
tgtcctecaaa
acttatccac
gctggctgtce
cctecggaat
cottggtoce
tattggtget
ggctgggggt
tctgggeage
ctgocageag
cagcagtggce
tactctgagg
ccacccagga

ggagcttggg

<210> 29
<211> 16
<212> PRT

catgcctaaa
ctettecttg
attcaccaga
ttgagtttce
gttgacagag
taccttcagg
tggcttgttyg
cteegtgacyg
cagggagagce
gttggactgg
gatcttgttg
atctccctgg
gaggacgeaa
taggecttec
gttgctgegt
agttggecte

caggaagggg

<213> Desconocido

<220>

<221> fuente
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cgcctcatca
gtggcctcaa
gcaaaaactg
tteteocacgt
aaggcttetg
ctettgttga
agggtatgga
ttgaaattca
attgcaaagg
tgtgccaget
agggttgggt
ggatcctcag
catgagacag
tcagagtgct
ggaggcagtyg
gggtggcggg

cettgeceat

tgggcacctt
cgtcaaagqgyg
tgtetotgte
aattgttgat
agtggtacag
ggaacaggec
ggagttecctg
ggecccteeoag
ctgtagcgat
ggcggtatag
ggtcctgate
ccagagagec
aagatggeat
gatccectee
cacgccctgg
tggeggagge

tgccaggeag

cacggtggtc
tctctececat
aagctcettg
ctgtttettg
ttttttgaca
gttgeeggtyg
gaagccttca
gatttcactg
gctcactggg
gctgaagecg
atggtgggat

ggggagcagyg

tgtoctggaa
tccteoctttg
gcacagggcc
aataggttgg

acacaaga

<223> /nota="Descripcion de desconocido: péptido RFGF"

<400> 29

gectggtcea
ttgcectttaa
accaaatcea
gectettegg
tectececaaaa
gtcagetgga
tggacctgag
tgagtgtcag
gagaagaaga
aactcagcca
gtatcegtet
cagcacaggc
ttoectggeag
ctcagctcag

cagttcctge

ggaggyggcgyg

Ala Ala Val Ala Leu Leu Pro Ala Val Leu Leu Ala Leu Leu Ala Pro

1

<210> 30
<211> 11
<212> PRT

5

<213> Desconocido

<220>

10

146

15

660

720

780

840

900

560

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1608



10

15

20

25

30

35

ES 2676 146 T3

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de desconocido: péptido analogo de RFGF"

<400> 30

Ala Ala Leu Leu Pro Val Leu Leu Ala Ala Pro
1 5 10

<210> 31
<211> 13
<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana

<400> 31

Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Gln
1 5 10

<210> 32
<211> 16
<212> PRT

<213> Drosophila sp.

<400> 32

Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys

1 5 10

<210> 33
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<220>

147



10

15

20

25

30

35

ES 2676 146 T3

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de molécula de ADN/ARN combinada: Oligonucleoétido sintético”

<400> 33

cuuacgcuga guacuucgat t 21

<210> 34
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 34

actaaggtct tcagcaatgg g 21

<210> 35
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 35

gcttcagtcc ctttctcatc g 21

<210> 36
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
148
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<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Sonda sintética"

<400> 36

tggtcagcac agccttatgc acg 23

<210> 37
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 37

gcatcctggg ctacactga 19

<210> 38
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético"

<400> 38

tggatgtcgce tgttgaagtc 20

<210> 39
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Sonda sintética"
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<400> 39

16 ccaggtggtc tcctee

<210> 40
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de molécula de ADN/ARN combinada: Oligonucleétido sintético”

<400> 40

ucgaaguacu cagcguaagt t

<210> 41
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 41

guccaacagc accaauaucu u

<210> 42
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 42

guccaacagc accaauaucu u

<210> 43
<211>21

21

21

21

ES 2676 146 T3
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 43

uaaugauuga acaaaauacc a

<210> 44
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 44

uaaugauuga acaaaauacc a

<210> 45
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 45

cuucuuaaug auugaacaaa a

<210> 46
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 46

cuucuuaaug auugaacaaa a

<210> 47
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 47

auugaacCaaa auaccaaguc u

ES 2676 146 T3
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<210> 48
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 48

auugaacaaa auaccaaguc u

<210> 49
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 49

uucuuaauga uugaacaaaa u

<210> 50
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 50

uucuuaauga uugaacaaaa u

<210> 51
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 51

CaaaccCuuu gucuucuuaa u

<210> 52
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

ES 2676 146 T3

21

21

21

21

152



10

15

20

25

30

35

<400> 52

CaaaccCuuu gucuucuuaa u

<210> 53
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 53

ugucuucuua augauugaac a

<210> 54
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 54

ugucuucuua augauugaac a

<210> 55
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 55

caccuggaaa augaacucac c

<210> 56
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 56

caccuggaaa augaacucac c

<210> 57
<211>21

ES 2676 146 T3
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 57

uuuugcucug gugaauuaca u

<210> 58
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 58

uuuugcucug gugaauuaca u

<210> 59
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 59

acccuuuguc uucuuaauga u

<210> 60
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 60

acccuuuguc uucuuaauga u

<210> 61
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 61

uugaacaaaa uaccaagucu Cc

ES 2676 146 T3
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<210> 62
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 62

uugaacaaaa uaccaagucu Cc

<210> 63
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 63

guucaacaaa cccuuugucu u

<210> 64
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 64

guucaacaaa cccuuugucu u

<210> 65
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 65

daauaccaag ucuccccucu u

<210> 66
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

ES 2676 146 T3

21

21

21

155



10

15

20

25

30

35

<400> 66

daauaccaag ucuccccucu u

<210> 67
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 67

uuuuugcucu ggugaauuac a

<210> 68
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 68

uuuuugcucu ggugaauuac a

<210> 69
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 69

aguucaacaa acccuuuguc u

<210> 70
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 70

aguucaacaa acccuuuguc u

<210> 71
<211>21
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 71

daugauugaa Caaaauacca a

<210> 72
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 72

daugauugaa Caaaauacca a

<210> 73
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 73

uacuggaacc uaugaucuga a

<210> 74
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 74

uacuggaacc uaugaucuga a

<210>75
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 75

acauuaaaga aggguugagc u
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<210> 76
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 76

acauuaaaga aggguugagc u

<210> 77
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 77

aaaauugugg auuuggucaa g

<210> 78
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 78

aaaauugugg auuuggucaa g

<210> 79
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 79

auuacuggaa ccuaugaucu g

<210> 80
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 80

auuacuggaa ccuaugaucu g

<210> 81
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 81

cacaguuuuu gcucugguga a

<210> 82
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 82

cacaguuuuu gcucugguga a

<210> 83
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 83

uuaaagaagg guugagcugg u

<210> 84
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 84

uuaaagaagg guugagcugg u

<210> 85
<211>21
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 85

agugagcauc gcuacagccu u

<210> 86
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 86

agugagcauc gcuacagccu u

<210> 87
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 87

aaggagcuug acagagacac a

<210> 88
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 88

aaggagcuug acagagacac a

<210> 89
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 89

guggauaagu uuuuggagga u
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<210> 90
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 90

guggauaagu uuuuggagga u

<210> 91
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 91

gauugaacaa aauaccaagu Cc

<210> 92
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 92

gauugaacaa aauaccaagu Cc

<210> 93
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 93

gcucuccaag gccgugcaua a

<210> 94
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 94

gcucuccaag gccgugcaua a

<210> 95
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 95

accuggaaaa ugaacucacc c

<210> 96
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 96

accuggaaaa ugaacucacc c

<210> 97
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 97

gggaccaagg cugacacuca ¢

<210> 98
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 98

gggaccaagg cugacacuca ¢

<210> 99
<211>21
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 99

gccauguuuu uagaggecau a

<210> 100
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 100

gccauguuuu uagaggcecau a

<210> 101
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 101

CCuggaaaau gaacucaccc a

<210> 102
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 102

CCuggaaaau gaacucaccc a

<210> 103
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 103

aagaggccaa gaaacagauc a

ES 2676 146 T3

21

21

21

21

21
163



10

15

20

25

30

35

<210> 104
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 104

aagaggccaa gaaacagauc a

<210> 105
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 105

ggcaaauggg agagacccuu u

<210> 106
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 106

ggcaaauggg agagacccuu u

<210> 107
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 107

ugggaaaagu ggugaauccc a

<210> 108
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 108

ugggaaaagu ggugaauccc a

<210> 109
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 109

ggggaccaag gcugacacuc a

<210> 110
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 110

ggggaccaag gcugacacuc a

<210> 111
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 111

gacauuaaag aaggguugag ¢

<210> 112
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 112

gacauuaaag aaggguugag ¢

<210> 113
<211>21
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 113

ggccauguuu uuagaggcca u

<210> 114
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 114

ggccauguuu uuagaggcca u

<210> 115
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 115

uuccugccug augaggggaa a

<210> 116
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 116

uuccugccug augaggggaa a

<210> 117
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 117

cucuccaagg ccgugcauaa g
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<210> 118
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 118

cucuccaagg ccgugcauaa g

<210> 119
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 119

agcucuccaa ggccgugeau a

<210> 120
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 120

agcucuccaa ggccgugeau a

<210> 121
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 121

uccuggaggg ccugaauuuc a

<210> 122
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 122

uccuggaggg ccugaauuuc a

<210> 123
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 123

uuggucaagg agcuugacag a

<210> 124
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 124

uuggucaagg agcuugacag a

<210> 125
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 125

uuuggucaag gagcuugaca g

<210> 126
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 126

uuuggucaag gagcuugaca g

<210> 127
<211>21
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 127

uccccaguga gcaucgcuac a

<210> 128
<211> 21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 128

uccccaguga gcaucgcuac a

<210> 129
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 129

aagauauugg ugcuguugga cug

<210> 130
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 130

aagauauugg ugcuguugga cug

<210> 131
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 131

ugguauuuug uucaaucauu aag
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<210> 132
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 132

ugguauuuug uucaaucauu aag

<210> 133
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 133

uuuuguucaa ucauuaagaa gac

<210> 134
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 134

uuuuguucaa ucauuaagaa gac

<210> 135
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 135

agacuuggua uuuuguucaa uca

<210> 136
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 136

agacuuggua uuuuguucaa uca

<210> 137
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 137

auuuuguuca aucauuaaga aga

<210> 138
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 138

auuuuguuca aucauuaaga aga

<210> 139
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 139

auuaagaaga caaaggguuu guu

<210> 140
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 140

auuaagaaga caaaggguuu guu

<210> 141
<211> 23
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 141

uguucaauca uuaagaagac aaa

<210> 142
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 142

uguucaauca uuaagaagac aaa

<210> 143
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 143

ggugaguuca uuuuccaggu gcu

<210> 144
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 144

ggugaguuca uuuuccaggu gcu

<210> 145
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 145

auguaauuca cCagagCaaa aac
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<210> 146
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 146

auguaauuca cCagagCaaa aac

<210> 147
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 147

aucauuaaga agacaaaggg uuu

<210> 148
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 148

aucauuaaga agacaaaggg uuu

<210> 149
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 149

gagacuuggu auuuuguuca auc

<210> 150
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 150

gagacuuggu auuuuguuca auc

<210> 151
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 151

aagacaaagg guuuguugaa cuu

<210> 152
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 152

aagacaaagg guuuguugaa cuu

<210> 153
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 153

aagaggggag acuugguauu uug

<210> 154
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 154

aagaggggag acuugguauu uug

<210> 155
<211> 23
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 155

uguaauucac cagagcaaaa acu

<210> 156
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 156

uguaauucac cagagcCaaaa acu

<210> 157
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 157

agacaaaggg uuuguugaac uug

<210> 158
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 158

agacaaaggg uuuguugaac uug

<210> 159
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 159

uugguauuuu guucaaucau uaa
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<210> 160
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 160

uugguauuuu guucaaucau uaa

<210> 161
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 161

uucagaucau agguuccagu aau

<210> 162
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 162

uucagaucau agguuccagu aau

<210> 163
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 163

agcucaaccc uucuuuaaug uca

<210> 164
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 164

agcucaaccc uucuuuaaug uca

<210> 165
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 165

cuugaccaaa uccacaauuu ucc

<210> 166
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 166

cuugaccaaa uccacaauuu ucc

<210> 167
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 167

cagaucauag guuccaguaa ugg

<210> 168
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 168

cagaucauag guuccaguaa ugg

<210> 169
<211> 23
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 169

uucaccagag caaaaacugu guc

<210> 170
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 170

uucaccagag caaaaacugu guc

<210> 171
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 171

accagcucaa cccuucuuua aug

<210> 172
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 172

accagcucaa cccuucuuua aug

<210> 173
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 173

aaggcuguag cgaugcucac ugg
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<210> 174
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 174

aaggcuguag cgaugcucac ugg

<210> 175
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 175

ugugucucug ucaagcuccu uga

<210> 176
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 176

ugugucucug ucaagcuccu uga

<210> 177
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 177

auccuccaaa aacuuaucca cua

<210> 178
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 178

auccuccaaa aacuuaucca cua

<210> 179
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 179

gacuugguau uuuguucaau cau

<210> 180
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 180

gacuugguau uuuguucaau cau

<210> 181
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 181

uuaugcacgg ccuuggagag cuu

<210> 182
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 182

uuaugcacgg ccuuggagag cuu

<210> 183
<211> 23
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 183

gggugaguuc auuuuccagg ugc

<210> 184
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 184

gggugaguuc auuuuccagg ugc

<210> 185
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 185

gugaguguca gccuuggucc cca

<210> 186
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 186

gugaguguca gccuuggucc cca

<210> 187
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 187

uauggccucu aaaaacaugg ccc
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<210> 188
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 188

uauggccucu aaaaacaugg ccc

<210> 189
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 189

ugggugaguu cauuuuccag gug

<210> 190
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 190

ugggugaguu cauuuuccag gug

<210> 191
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 191

ugaucuguuu cuuggccucu ucg

<210> 192
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 192

ugaucuguuu cuuggccucu ucg

<210> 193
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 193

aaagggucuc ucccauuugc cuu

<210> 194
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 194

aaagggucuc ucccauuugc cuu

<210> 195
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 195

ugggauucac cacuuuuccc aug

<210> 196
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 196

ugggauucac cacuuuuccc aug

<210> 197
<211> 23
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 197

ugagugucag ccuugguccc cag

<210> 198
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 198

ugagugucag ccuugguccc cag

<210> 199
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 199

gcucaacccu ucuuuaaugu cau

<210> 200
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 200

gcucaacccu ucuuuaaugu cau

<210> 201
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 201

auggccucua aaaacauggc ccc
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<210> 202
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 202

auggccucua aaaacauggc ccc

<210> 203
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 203

uuuccccuca ucaggcagga aga

<210> 204
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 204

uuuccccuca ucaggcagga aga

<210> 205
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 205

cuuaugcacg gccuuggaga gcu

<210> 206
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 206

cuuaugcacg gccuuggaga gcu

<210> 207
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 207

uaugcacggc cuuggagagc uuc

<210> 208
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 208

uaugcacggc cuuggagagc uuc

<210> 209
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 209

ugaaauucag gcccuccagg auu

<210> 210
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 210

ugaaauucag gcccuccagg auu

<210> 211
<211> 23
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 211

ucugucaagc uccuugacca aau

<210> 212
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 212

ucugucaagc uccuugacca aau

<210> 213
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 213

cugucaagcu ccuugaccaa auc

<210> 214
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 214

cugucaagcu ccuugaccaa auc

<210> 215
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 215

uguagcgaug cucacugggg aga

ES 2676 146 T3
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<210> 216
<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 216

uguagcgaug cucacugggg aga 23

<210> 217
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 217

guccaacagc accaauaucu u 21

<210> 218
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 218

guccaacagc accaauaucu u 21

<210> 219
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético

<400> 219

uaaugauuga acaaaauacc a 21

<210> 220
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 220

uaaugauuga acaaaauacc a 21

<210> 221
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 221

cuucuuaaug auugaacaaa a 21

<210> 222
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 222

cuucuuaaug auugaacaaa a 21

<210> 223
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 223

auugaacaaa auaccaaguc u 21

<210> 224
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 224

auugaacaaa auaccaaguc u 21

<210> 225
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
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<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 225

uucuuaauga uugaacaaaa u 21

<210> 226
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 226

uucuuaauga uugaacaaaa u 21

<210> 227
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 227

CaaaccCuuu gucuucuuaa u 21

<210> 228
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético
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<400> 228

CaaaccCuuu gucuucuuaa u 21

<210> 229
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 229

ugucuucuua augauugaac a 21

<210> 230
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético'

<400> 230

ugucuucuua augauugaac a 21

<210> 231
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético

<400> 231
192



10

15

20

25

30

35

ES 2676 146 T3

caccuggaaa augaacucac ¢ 21

<210> 232
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 232

caccuggaaa augaacucac ¢ 21

<210> 233
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 233

uuuugcucug gugaauuaca u 21

<210> 234
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 234

uuuugcucug gugaauuaca u 21
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<210> 235
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 235

acccuuuguc uucuuaauga u 21

<210> 236
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 236

acccuuuguc uucuuaauga u 21

<210> 237
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 237

uugaacaaaa uaccaagucu ¢ 21

<210> 238
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<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 238

uugaacaaaa uaccaagucu ¢ 21

<210> 239
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 239

guucaacaaa cccuuugucu u 21

<210> 240
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 240

guucaacaaa cccuuugucu u 21

<210> 241

<211>21
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<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 241

daauaccaag ucuccccucu u 21

<210> 242
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 242

daauaccaag ucuccccucu u 21

<210> 243
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético

<400> 243

uuuuugcucu ggugaauuac a 21

<210> 244
<211>21

<212> ARN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 244

uuuuugcucu ggugaauuac a 21

<210> 245
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 245

aguucaacaa acccuuuguc u 21

<210> 246
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 246

aguucaacaa acccuuuguc u 21

<210> 247
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 247

aaugauugaa caaaauacca a 21

<210> 248
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 248

aaugauugaa caaaauacca a 21

<210> 249
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 249

uacuggaacc uaugaucuga a 21

<210> 250
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 250

uacuggaacc uaugaucuga a 21

<210> 251
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 251

acauuaaaga aggguugagc u 21

<210> 252
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 252

acauuaaaga aggguugagc u 21

<210> 253
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
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<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 253

aaaauugugg auuuggucaa g 21

<210> 254
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 254

aaaauugugg auuuggucaa g 21

<210> 255
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 255

auuacuggaa ccuaugaucu g 21

<210> 256
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético
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<400> 256

auuacuggaa ccuaugaucu g 21

<210> 257
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 257

cacaguuuuu gcucugguga a 21

<210> 258
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 258

cacaguuuuu gcucugguga a 21

<210> 259
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 259
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uuaaagaagg guugagcugg u 21

<210> 260
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 260

uuaaagaagg guugagcugg u 21

<210> 261
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 261

agugagcauc gcuacagccu u 21

<210> 262
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 262

agugagcauc gcuacagccu u 21
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<210> 263
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 263

aaggagcuug acagagacac a 21

<210> 264
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético'

<400> 264

aaggagcuug acagagacac a 21

<210> 265
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 265

guggauaagu uuuuggagga u 21

<210> 266
203



10

15

20

25

30

35

ES 2676 146 T3

<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 266

guggauaagu uuuuggagga u 21

<210> 267
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 267

gauugaacaa aauaccaagu ¢ 21

<210> 268
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 268

gauugaacaa aauaccaagu ¢ 21

<210> 269

<211>21
204



10

15

20

25

30

35

ES 2676 146 T3

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 269

gcucuccaag gccgugcaua a 21

<210> 270
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 270

gcucuccaag gccgugcaua a 21

<210> 271
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 271

accuggaaaa ugaacucacc ¢ 21

<210> 272
<211>21

<212> ARN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 272

accuggaaaa ugaacucacc ¢ 21

<210> 273
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 273

gggaccaagg cugacacuca ¢ 21

<210> 274
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 274

gggaccaagg cugacacuca c21

<210> 275
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético

<400> 275

gccauguuuu uagaggcecau a 21

<210> 276
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 276

gccauguuuu uagaggcecau a 21

<210> 277
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 277

ccuggaaaau gaacucaccc a 21

<210> 278
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 278

ccuggaaaau gaacucaccc a 21

<210> 279
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 279

aagaggccaa gaaacagauc a 21

<210> 280
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 280

aagaggccaa gaaacagauc a 21

<210> 281
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
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<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 281

ggcaaauggg agagacccuu u 21

<210> 282
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 282

ggcaaauggg agagacccuu u 21

<210> 283
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 283

ugggaaaagu ggugaauccc a 21

<210> 284
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético
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<400> 284

ugggaaaagu ggugaauccc a 21

<210> 285
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 285

ggggaccaag gcugacacuc a 21

<210> 286
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 286

ggggaccaag gcugacacuc a 21

<210> 287
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 287
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gacauuaaag aaggguugag ¢ 21

<210> 288
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 288

gacauuaaag aaggguugag ¢ 21

<210> 289
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 289

ggccauguuu uuagaggcca u 21

<210> 290
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 290

ggccauguuu uuagaggcca u 21
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<210> 291
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 291

uuccugccug augaggggaa a 21

<210> 292
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético

<400> 292

uuccugccug augaggggaa a 21

<210> 293
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 293

cucuccaagg ccgugcauaa g 21

<210> 294
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<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 294

cucuccaagg ccgugcauaa g 21

<210> 295
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 295

agcucuccaa ggccgugeau a 21

<210> 296
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 296

agcucuccaa ggccgugeau a 21

<210> 297

<211>21
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<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 297

uccuggaggg ccugaauuuc a 21

<210> 298
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 298

uccuggaggg ccugaauuuc a 21

<210> 299
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 299

uuggucaagg agcuugacag a 21

<210> 300
<211>21

<212> ARN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 300

uuggucaagg agcuugacag a 21

<210> 301
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético’

<400> 301

uuuggucaag gagcuugaca g 21

<210> 302
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 302

uuuggucaag gagcuugaca g 21

<210> 303
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial
215
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<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético

<400> 303

uccccaguga gcaucgcuac a 21

<210> 304
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 304

uccccaguga gcaucgcuac a 21

<210> 305
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 305

aagauauugg ugcuguugga cug 23

<210> 306
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 306

aagauauugg ugcuguugga cug 23

<210> 307
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 307

ugguauuuug uucaaucauu aag 23

<210> 308
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 308

ugguauuuug uucaaucauu aag 23

<210> 309
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
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<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 309

uuuuguucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 310
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 310

uuuuguucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 311
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 311

agacuuggua uuuuguucaa uca 23

<210> 312
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético
218
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<400> 312

agacuuggua uuuuguucaa uca 23

<210> 313
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 313

auuuuguuca aucauuaaga aga 23

<210> 314
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 314

auuuuguuca aucauuaaga aga 23

<210> 315
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 315
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auuaagaaga caaaggguuu guu 23

<210> 316
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 316

auuaagaaga caaaggguuu guu 23

<210> 317
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 317

uguucaauca uuaagaagac aaa 23

<210> 318
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético'

<400> 318

uguucaauca uuaagaagac aaa 23
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<210> 319
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 319

ggugaguuca uuuuccaggu gcu 23

<210> 320
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 320

ggugaguuca uuuuccaggu gcu 23

<210> 321
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 321

auguaauuca ccagagcaaa aac 23

<210> 322
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<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 322

auguaauuca ccagagcaaa aac 23

<210> 323
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 323

aucauuaaga agacaaaggg uuu 23

<210> 324
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 324

aucauuaaga agacaaaggg uuu 23

<210> 325

<211> 23
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<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 325

gagacuuggu auuuuguuca auc 23

<210> 326
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 326

gagacuuggu auuuuguuca auc 23

<210> 327
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 327

aagacaaagg guuuguugaa cuu 23

<210> 328
<211> 23

<212> ARN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 328

aagacaaagg guuuguugaa cuu 23

<210> 329
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 329

aagaggggag acuugguauu uug 23

<210> 330
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 330

aagaggggag acuugguauu uug 23

<210> 331
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial
224
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<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético

<400> 331

uguaauucac cagagcaaaa acu 23

<210> 332
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 332

uguaauucac cagagcaaaa acu 23

<210> 333
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 333

agacaaaggg uuuguugaac uug 23

<210> 334
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
225
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<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 334

agacaaaggg uuuguugaac uug 23

<210> 335
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 335

uugguauuuu guucaaucau uaa 23

<210> 336
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 336

uugguauuuu guucaaucau uaa 23

<210> 337
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
226
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<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 337

uucagaucau agguuccagu aau 23

<210> 338
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 338

uucagaucau agguuccagu aau 23

<210> 339
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 339

agcucaaccc uucuuuaaug uca 23

<210> 340
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético
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<400> 340

agcucaaccc uucuuuaaug uca 23

<210> 341
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 341

cuugaccaaa uccacaauuu ucc 23

<210> 342
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 342

cuugaccaaa uccacaauuu ucc 23

<210> 343
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético'

<400> 343
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cagaucauag guuccaguaa ugg 23

<210> 344
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 344

cagaucauag guuccaguaa ugg 23

<210> 345
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 345

uucaccagag caaaaacugu guc 23

<210> 346
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 346

uucaccagag caaaaacugu guc 23
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<210> 347
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 347

accagcucaa cccuucuuua aug 23

<210> 348
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 348

accagcucaa cccuucuuua aug 23

<210> 349
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 349

aaggcuguag cgaugcucac ugg 23

<210> 350
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<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 350

aaggcuguag cgaugcucac ugg 23

<210> 351
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 351

ugugucucug ucaagcuccu uga 23

<210> 352
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 352

ugugucucug ucaagcuccu uga 23

<210> 353

<211> 23
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<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 353

auccuccaaa aacuuaucca cua 23

<210> 354
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 354

auccuccaaa aacuuaucca cua 23

<210> 355
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 355

gacuugguau uuuguucaau cau 23

<210> 356
<211> 23

<212> ARN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 356

gacuugguau uuuguucaau cau 23

<210> 357
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 357

uuaugcacgg ccuuggagag cuu 23

<210> 358
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 358

uuaugcacgg ccuuggagag cuu 23

<210> 359
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético

<400> 359

gggugaguuc auuuuccagg ugc 23

<210> 360
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 360

gggugaguuc auuuuccagg ugc 23

<210> 361
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 361

gugaguguca gccuuggucc cca 23

<210> 362
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 362

gugaguguca gccuuggucc cca 23

<210> 363
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 363

uauggccucu aaaaacaugg ccc 23

<210> 364
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 364

uauggccucu aaaaacaugg ccc 23

<210> 365
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
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<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 365

ugggugaguu cauuuuccag gug 23

<210> 366
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 366

ugggugaguu cauuuuccag gug 23

<210> 367
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 367

ugaucuguuu cuuggccucu ucg 23

<210> 368
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético'
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<400> 368

ugaucuguuu cuuggccucu ucg 23

<210> 369
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 369

aaagggucuc ucccauuugc cuu 23

<210> 370
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 370

aaagggucuc ucccauuugc cuu 23

<210> 371
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 371
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ugggauucac cacuuuuccc aug 23

<210> 372
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 372

ugggauucac cacuuuuccc aug 23

<210> 373
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 373

ugagugucag ccuugguccc cag 23

<210> 374
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 374

ugagugucag ccuugguccc cag 23
238
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<210> 375
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 375

gcucaacccu ucuuuaaugu cau 23

<210> 376
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 376

gcucaacccu ucuuuaaugu cau 23

<210> 377
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 377

auggccucua aaaacauggc ccc 23

<210> 378
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<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 378

auggccucua aaaacauggc ccc 23

<210> 379
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 379

uuuccccuca ucaggcagga aga 23

<210> 380
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 380

uuuccccuca ucaggcagga aga 23

<210> 381

<211> 23
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<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 381

cuuaugcacg gccuuggaga gcu 23

<210> 382
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 382

cuuaugcacg gccuuggaga gcu 23

<210> 383
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 383

uaugcacggc cuuggagagc uuc 23

<210> 384
<211> 23

<212> ARN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 384

uaugcacggc cuuggagagc uuc 23

<210> 385
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 385

ugaaauucag gcccuccagg auu 23

<210> 386
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 386

ugaaauucag gcccuccagg auu 23

<210> 387
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético

<400> 387

ucugucaagc uccuugacca aau 23

<210> 388
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 388

ucugucaagc uccuugacca aau 23

<210> 389
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 389

cugucaagcu ccuugaccaa auc 23

<210> 390
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 390

cugucaagcu ccuugaccaa auc 23

<210> 391
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 391

uguagcgaug cucacugggg aga 23

<210> 392
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 392

uguagcgaug cucacugggg aga 23

<210> 393
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
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<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 393

guccaacagc accaauaucu u 21

<210> 394
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 394

aagauauugg ugcuguugga cug 23

<210> 395
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 395

guccaacagc accaauaucu u 21

<210> 396
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético
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<400> 396

aagauauugg ugcuguugga cug 23

<210> 397
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 397

guccaacagc accaauaucu u 21

<210> 398
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 398

aagauauugg ugcuguugga cug 23

<210> 399
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 399
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guccaacagc accaauaucu u 21

<210> 400
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 400

aagauauugg ugcuguugga cug 23

<210> 401
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 401

cuucuuaaug auugaacaaa a 21

<210> 402
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 402

cuucuuaaug auugaccaaa a 21
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<210> 403
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 403

cuucuuaaug auugaucaaa a 21

<210> 404
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 404

cuucuuaaug auugagcaaa a 21

<210> 405
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 405

cuucuuaaug auugaccaaa a 21

<210> 406
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<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 406

cuucuuaaug auugaccaaa a 21

<210> 407
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 407

cuucuuaaug auugaacaaa a 21

<210> 408
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 408

cuucuuaaug auugaacaaa a 21

<210> 409

<211> 23
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<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 409

uuuuguucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 410
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 410

uuuuggucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 411
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 411

uuuugaucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 412
<211> 23

<212> ARN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 412

uuuugcucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 413
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<220>
<221> base_modificada
<222> (6)..(6)

<223> Inosina

<400> 413

uuuugnucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 414
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<220>

<221> base_modificada
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<222> (6)..(6)

<223>a,c,uog

<400> 414

uuuugnucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 415
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<220>
<221> base_modificada
<222> (6)..(6)

<223>a,c,uog

<400> 415

uuuugnucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 416
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<220>
<221> base_modificada
<222> (6)..(6)

<223>a,c,uog
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<400> 416

uuuugnucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 417
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 417

cuucuuaaug auugaacaaa a 21

<210> 418
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 418

cuucuuaaug auugaacaaa a 21

<210> 419
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 419
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uuuuguucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 420
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 420

uuuuguucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 421
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 421

cuucuuaaug auugaacaaa a 21

<210> 422
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 422

cuucuuaaug auugaccaaa a 21
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<210> 423
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 423

cuucuuaaug auugaucaaa a 21

<210> 424
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 424

cuucuuaaug auugagcaaa a 21

<210> 425
<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 425

cuucuuaaug auugaccaaa a 21

<210> 426
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<211>21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 426

cuucuuaaug auugaccaaa a 21

<210> 427
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 427

cuucuuaaug auugaacaaa a 21

<210> 428
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 428

cuucuuaaug auugaacaaa a 21

<210> 429

<211> 23
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<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 429

uuuuguucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 430
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<400> 430

uuuuggucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 431
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético’

<400> 431

uuuugaucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 432
<211> 23

<212> ARN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 432

uuuugcucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 433
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<220>
<221> base_modificada
<222> (6)..(6)

<223> Inosina

<400> 433

uuuugnucaa ucauuaagaa gac 23

<210> 434
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledétido sintético’

<220>

<221> fuente
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<223> /nota="Descripcion de molécula de ADN/ARN combinada: Oligonucleétido sintético”

<220>
<221> base_modificada
<222> (6)..(6)

<223> Desoxirriboinosina

<400> 434

uuuugnucaa ucauuaagaa gac

<210> 435
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de molécula de ADN/ARN combinada: Oligonucleoétido sintético”

<220>
<221> base_modificada
<222> (6)..(6)

<223> Desoxirriboinosina

<400> 435

uuuugnucaa ucauuaagaa gac

<210> 436
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

23

23
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259



10

ES 2676 146 T3

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleétido sintético”

<220>
<221> base_modificada
<222> (6)..(6)

<223> 2-hidroximetil-tetrahidrofurano-4-metoxi-3-fosfato

<400> 436

uuuugnucaa ucauuaagaa gac 23
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REIVINDICACIONES

1. Un agente de iARN bicatenario para inhibir la expresion de Serpinal en una célula, en el que dicho agente de
iARN bicatenario comprende una hebra codificante y una hebra no codificante que forman una regién bicatenaria,

en el que dicha hebra codificante comprende al menos 15 nucleétidos contiguos que se diferencian en no mas de 3
nucledétidos de una cualquiera de las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQID NO: 5, SEQIDNO: 6, SEQIDNO:7, SEQIDNO: 8, SEQIDNO:9, SEQID NO: 10, o
SEQ ID NO: 11, y dicha hebra no codificante comprende al menos 15 nucleétidos contiguos que se diferencian en no
mas de 3 nucledtidos de una cualquiera de las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 24, o SEQ ID NO: 25,

en el que sustancialmente todos los nucleétidos de dicha hebra codificante comprenden una modificacion
seleccionada del grupo que consiste en una modificacion de 2'-O-metilo y una modificacion de 2'-fluor,

en el que dicha hebra codificante comprende dos enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 5',

en el que sustancialmente todos los nucledtidos de dicha hebra no codificante comprenden una modificacion
seleccionada del grupo que consiste en una modificacion de 2'-O-metilo y una modificacion de 2'-fluor,

en el que dicha hebra no codificante comprende dos enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 5' y dos
enlaces internucleotidicos fosforotioato en el extremo 3',

en el que dicha hebra codificante esta conjugada con uno o mas derivados de GalNAc unidos mediante un conector
bivalente o trivalente ramificado en el extremo 3', en el que "sustancialmente todos" de los nucleétidos que estan
modificados significa que no mas de 5, 4, 3, 2 0 1 nucledtidos estan sin modificar.

2. El agente de iARN bicatenario de la reivindicacion 1, en el que una de las 3 diferencias de nucledtidos en la
secuencia de nucleotidos de la hebra no codificante es un desapareamiento de nucleétido en la region semilla de la
hebra no codificante.

3. El agente de iARN bicatenario de la reivindicacion 2, en el que la hebra no codificante comprende una base
universal en el nucleétido desapareado.

4. El agente de iARN bicatenario de la reivindicacion 1, en el que todos los nucleétidos de dicha hebra codificante y
todos los nucleétidos de dicha hebra no codificante comprenden una modificacion.

5. Una célula in vitro que contiene el agente de iARN bicatenario de la reivindicacion 1.
6. Una composicion farmacéutica que comprende el agente de iARN bicatenario de la reivindicacion 1.
7. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 6, en el que agente de iARN va a administrarse
(a) en una disolucién no tamponada,
en el que dicha disolucién no tamponada es preferentemente solucion salina o agua; o
(b) con una disolucion de tampon,

en el que dicha disoluciéon de tampdn comprende preferentemente acetato, citrato, prolamina, carbonato, o
fosfato o cualquier combinacién de los mismos, en la que es particularmente preferido que dicha disolucion de
tampon sea solucion salina tamponada con fosfato (PBS).

8. Un método de inhibicién de la expresion de Serpina1 en una célula, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la célula con el agente de iARN bicatenario de la reivindicacion 1 o la composicion
farmacéutica de la reivindicacion 6 0 7; y

(b) mantener la célula producida en la etapa (a) durante un tiempo suficiente para obtener la degradacion del
transcrito de ARNm de un gen Serpina1, inhibiéndose asi la expresion del gen Serpina1l en la célula,

en el que se excluyen métodos de tratamiento del cuerpo humano o animal por terapia.

9. El método de la reivindicacién 8, en el que la expresion de Serpinal se inhibe al menos aproximadamente el
30 %, aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 70 %,
aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 98 %, o
aproximadamente el 100 %.
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10. El agente de iARN bicatenario de la reivindicaciéon 1, o la composicion farmacéutica de la reivindicacion 6 o 7
para su uso en un método de tratamiento de un sujeto que tiene una enfermedad asociada a Serpina1.

11. Un agente de iARN bicatenario de la reivindicaciéon 1 o una composicion farmacéutica de la reivindicacion 6 o 7
para su uso en un método de reduccion de la acumulacion de Serpinal erroneamente plegada en el higado de un
sujeto que tiene una variante de deficiencia de Serpina.

12. El agente de iARN o composicion farmacéutica para su uso de la reivindicacion 11, en el que dicho agente de
iARN o dicha composicion farmacéutica van a administrarse por via subcutanea.

13. El agente de iARN o composicion farmacéutica para su uso de la reivindicacion 12, en el que

(a) una de las 3 diferencias de nucleotidos en la secuencia de nucleétidos de la hebra no codificante es un
desapareamiento de nucleétido en la region semilla de la hebra no codificante,

en el que preferentemente la hebra no codificante comprende una base universal en el nucledtido
desapareado; y/o

(b) todos los nucledtidos de dicha hebra codificante y todos los nucledtidos de dicha hebra no codificante
comprenden una modificacion.

14. El agente de iARN o composicion farmacéutica para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en
el que el sujeto es un primate, roedor, o ser humano.

15. El agente de iARN o composicion farmacéutica para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en
el que el agente de iARN bicatenario va a administrarse a una dosis de aproximadamente 0,01 mg/kg a
aproximadamente 10 mg/kg o aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg, preferentemente a una
dosis de aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg.

16. El agente de iARN o composicion farmacéutica para su uso de la reivindicacion 15, en el que dicho agente de
iARN va a administrarse

(a) en dos o mas dosis; y/o

(b) dos veces por semana, cada dos semanas, o a intervalos seleccionados del grupo que consiste en una vez
cada aproximadamente 12 horas, una vez cada aproximadamente 24 horas, una vez cada aproximadamente
48 horas, una vez cada aproximadamente 72 horas, y una vez cada aproximadamente 96 horas.

17. El agente de iARN o composicion farmacéutica para su uso de la reivindicacion 15, en el que el agente de iARN
bicatenario va a administrarse por via subcutanea o por via intravenosa.
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>gi|189163524 | ref |NM_000295.4| Inhibidor de serpina peptidasa de Homo sapiens,
clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina), miembro 1 (SERPINA1),

variante de transcrito 1, ARNm
ACAATGACTCCTTTCGGTAAGTGCAGTGGAAGCTGTACACTGCCCAGGCAAAGCGTCCGGGCAGCGTAGG
CGGGCGACTCAGATCCCAGCCAGTGGACTTAGCCCCTGTITTGCTCCTCCGATAACTGGGGTGACCTTGGT
TAATATTCACCAGCAGCCTCCCCCGTTGCCCCTCTGGATCCACTGCTTAAATACGGACGAGGACAGGGCC
CTGTCTCCTCAGCTTCAGGCACCACCACTGACCTGGGACAGTGAATCGACAATGCCGTCTTCTGTCTCGT
GGGGCATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTGAGGATCCCCAGGGAGA
TGCTGCCCAGAAGACAGATACATCCCACCATGATCAGGATCACCCAACCTTCAACAAGATCACCCCCAAC
CTGGCTGAGTTCGCCTTCAGCCTATACCGCCAGCTGGCACACCAGTCCAACAGCACCAATATCTTCTTICT
CCCCAGTGAGCATCGCTACAGCCTTTGCAATGCTCTCCCTGGGGACCAAGGCTGACACTCACGATGAAAT
CCTGGAGGGCCTGAATTTCAACCTCACGGAGATTCCGGAGGCTCAGATCCATGAAGGCTTCCAGGAACTC
CTCCGTACCCTCAACCAGCCAGACAGCCAGCTCCAGCTGACCACCGGCAATGGCCTGTTCCTCAGCGAGG
GCCTGAAGCTAGTGGATAAGTTTTTGGAGGATGTTAAAAAGTTGTACCACTCAGAAGCCTTCACTGTCAA
CTTCGGGGACACCGAAGAGGCCAAGAAACAGATCAACGATTACGTGGAGAAGGGTACTCAAGGGAAAATT
GTGGATTTGGTCAAGGAGCTTGACAGAGACACAGTTTTTIGCTCTIGGTGAATTACATCTTICTTTAAAGGCA
AATGGGAGAGACCCTTTGAAGTCAAGGACACCGAGGAAGAGGACTTCCACGTGGACCAGGTGACCACCGT
GAAGGTGCCTATGATGAAGCGTTTAGGCATGTTTAACATCCAGCACTGTAAGAAGCTGTCCAGCTGGGTG
CTGCTGATGAAATACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCCTGATGAGGGGAAACTACAGCACC
TGGAAAATGAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAATGAAGACAGAAGGTCTGCCAGCTT
ACATTTACCCAAACTGTCCATTACTGGAACCTATGATCTGAAGAGCGTCCTGGGTCAACTGGGCATCACT
AAGGTCTTCAGCAATGGGGCTGACCTCTCCGGGGTCACAGAGGAGGCACCCCTGAAGCTCTCCAAGGCCG
TGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGACGAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGGGGCCATGTTTTTAGAGGCCAT
ACCCATGTCTATCCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAAACCCTTTGTICTTCTTAATGATTGAACAAAATACC
AAGTCTCCCCTICTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCACCCAAAAATAACTGCCTCTCGCTCCTCAACCCC
TCCCCTCCATCCCTGGCCCCCTCCCTGGATGACATTAAAGAAGGGTTGAGCTGGTCCCTGCCTGCATGTG
ACTGTAAATCCCTCCCATGTTTITCTCTGAGTCTCCCTTTGCCTGCTGAGGCTGTATGTGGGCTCCAGGTA
ACAGTGCTGTICTTCGGGCCCCCTGAACTGTGTTCATGGAGCATCTGGCTGGGTAGGCACATGCTGGGCTT
GAATCCAGGGGGGACTGAATCCTCAGCTTACGGACCTGGGCCCATCTGTTTCTGGAGGGCTCCAGTCTTC
CTTGTCCTGTCTTGGAGTCCCCAAGAAGGAATCACAGGGGAGGAACCAGATACCAGCCATGACCCCAGGC
TCCACCAAGCATCTTCATGTCCCCCTGCTCATCCCCCACTCCCCCCCACCCAGAGTTGCTCATCCTGCCA
GGGCTGGCTGTGCCCACCCCAAGGCTGCCCTCCTGGGGGCCCCAGAACTGCCTGATCGTGCCGTGGCCCA
GTTTIGTGGCATCTGCAGCAACACAAGAGAGAGGACAATGTCCTCCTCTTGACCCGCTGTCACCTAACCA
GACTCGGGCCCTGCACCTCTCAGGCACTTCTGGAAAATGACTGAGGCAGATTCTTCCTGAAGCCCATTCT
CCATGGGGCAACAAGGACACCTATTCTGTCCTTGTCCTTICCATCGCTGCCCCAGAAAGCCTCACATATCT
CCGTTTAGAATCAGGTICCCTTCTCCCCAGATGAAGAGGAGGGTCTCTGCTTTGTTTTCTCTATCTCCTCC
TCAGACTTGACCAGGCCCAGCAGGCCCCAGAAGACCATTACCCTATATCCCTTCTCCTCCCTAGTCACAT
GGCCATAGGCCTGCTGATGGCTCAGGAAGGCCATTGCAAGGACTCCTCAGCTATGGGAGAGGAAGCACAT
CACCCATTGACCCCCGCAACCCCTCCCTTITCCTCCTCTGAGTCCCGACTGGGGCCACATGCAGCCTGACT
TCTTTGTGCCTGTTGCTGTCCCTGCAGTCTTCAGAGGGCCACCGCAGCTCCAGTGCCACGGCAGGAGGCT
GTTCCTGAATAGCCCCTGTGGTAAGGGCCAGGAGAGTCCTTCCATCCTCCAAGGCCCTGCTAAAGGACAC
AGCAGCCAGGAAGTCCCCTGGGCCCCTAGCTGAAGGACAGCCTGCTCCCTCCGTCTCTACCAGGAATGGC
CTTGTICCTATGGAAGGCACTGCCCCATCCCAAACTAATCTAGGAATCACTGTCTAACCACTCACTGTCAT
GAATGTGTACTTAAAGGATGAGGTTGAGTCATACCAAATAGTGATTTCGATAGTTCAAAATGGTGAAATT
AGCAATTCTACATGATTCAGTCTAATCAATGGATACCGACTGTTTCCCACACAAGTCTCCTGTTCTCTTA
AGCTTACTCACTGACAGCCTTTCACTCTCCACAAATACATTAAAGATATGGCCATCACCAAGCCCCCTAG
GATGACACCAGACCTGAGAGTCTGAAGACCTGGATCCAAGTTCTGACTTTTCCCCCTGACAGCTGTGTGA
CCTTCGTGAAGTCGCCAAACCTCTCTGAGCCCCAGTCATTGCTAGTAAGACCTGCCTTTGAGTTGGTATG
ATGTTCAAGTTAGATAACAAAATGTTTATACCCATTAGAACAGAGAATAAATAGAACTACATTTCTTGCA

Figura 8A
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SEQ ID NO:2

>gi |189163525|ref |NM_001002235.2| Inhibidor de serpina peptidasa de Homo sapiens,
clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina), miembro 1 (SERPINA1l),

variante de transcrito 3, ARNm
TGGGCAGGAACTGGGCACTGTGCCCAGGGCATGCACTGCCTCCACGCAGCAACCCTCAGAGTCCTGAGCT
GAACCAAGAAGGAGGAGGGGGTCGGGCCTCCGAGGAAGGCCTAGCCGCTGCTGCTGCCAGGAATTCCAGG
TTGGAGGGGCGGCAACCTCCTGCCAGCCTTCAGGCCACTCTCCTGTGCCTGCCAGAAGAGACAGAGCTTG
AGGAGAGCTTGAGGAGAGCAGGAAAGGACAATGCCGTICTTCTGTICTCGTGGGGCATCCTCCTGCTGGCAG
GCCTGTGCTGCCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTGAGGATCCCCAGGGAGATGCTGCCCAGAAGACAGATAC
ATCCCACCATGATCAGGATCACCCAACCTTCAACAAGATCACCCCCAACCTGGCTGAGTTCGCCTTCAGC
CTATACCGCCAGCTGGCACACCAGTCCAACAGCACCAATATCTTICTTCTCCCCAGTGAGCATCGCTACAG
CCTTTGCAATGCTCTCCCTGGGGACCAAGGCTGACACTCACGATGAAATCCTGGAGGGCCTGAATTTCAA
CCTCACGGAGATTCCGGAGGCTCAGATCCATGAAGGCTTCCAGGAACTCCTCCGTACCCTCAACCAGCCA
GACAGCCAGCTCCAGCTGACCACCGGCAATGGCCTGTTCCTCAGCGAGGGCCTGAAGCTAGTGGATAAGT
TTTTGGAGGATGTTAAAAAGTTGTACCACTCAGAAGCCTTCACTGTCAACTTCGGGGACACCGAAGAGGC
CAAGAAACAGATCAACGATTACGTGGAGAAGGGTACTCAAGGGAAAATTGTGGATTTGGTCAAGGAGCTT
GACAGAGACACAGTTTTTIGCTCTGGTGAATTACATCTTCTTTAAAGGCAAATGGGAGAGACCCTTTGAAG
TCAAGGACACCGAGGAAGAGGACTTCCACGTGGACCAGGTGACCACCGTGAAGGTGCCTATGATGAAGCG
TTTAGGCATGTTTAACATCCAGCACTGTAAGAAGCTGTCCAGCTGGGTGCTGCTGATGAAATACCTGGGC
AATGCCACCGCCATCTTCTITCCTGCCTGATGAGGGGAAACTACAGCACCTGGAAAATGAACTCACCCACG
ATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAATGAAGACAGAAGGTCTGCCAGCTTACATTTACCCAAACTGTCCAT
TACTGGAACCTATGATCTGAAGAGCGTCCTGGGTCAACTGGGCATCACTAAGGTCTTCAGCAATGGGGCT
GACCTCTCCGGGGTCACAGAGGAGGCACCCCTGAAGCTCTCCAAGGCCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCA
TCGACGAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGGGGCCATGTTTTTAGAGGCCATACCCATGTCTATCCCCCCCGA
GGTCAAGTTCAACAAACCCTTTGTICTTCTTAATGATTGAACAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGA
AAAGTGGTGAATCCCACCCAAAAATAACTGCCTCTCGCTCCTCAACCCCTCCCCTCCATCCCTGGCCCCC
TCCCTGGATGACATTAAAGAAGGGTTGAGCTGGTCCCTGCCTGCATGTGACTGTAAATCCCTCCCATGTT
TTCTCTGAGTCTCCCTTTGCCTGCTGAGGCTGTATGTGGGCTCCAGGTAACAGTGCTGTCTTCGGGCCCC
CTGAACTGTGTITCATGGAGCATCTGGCTGGGTAGGCACATGCTGGGCTTGAATCCAGGGGGGACTGAATC
CTCAGCTTACGGACCTGGGCCCATCTGTTTCTGGAGGGCTCCAGTCTTCCTTGTCCTGTCTTGGAGTCCC
CAAGAAGGAATCACAGGGGAGGAACCAGATACCAGCCATGACCCCAGGCTCCACCAAGCATCTTCATGTC
CCCCTGCTCATCCCCCACTCCCCCCCACCCAGAGTTGCTCATCCTGCCAGGGCTGGCTGTGCCCACCCCA
AGGCTGCCCTCCTGGGGGCCCCAGAACTGCCTGATCGTGCCGTGGCCCAGTTTTGTGGCATCTGCAGCAA
CACAAGAGAGAGGACAATGTCCTCCTCTTGACCCGCTGTCACCTAACCAGACTCGGGCCCTGCACCTCTC
AGGCACTTCTGGAAAATGACTGAGGCAGATTICTTCCTGAAGCCCATTCTCCATGGGGCAACAAGGACACC
TATTCIGTCCTTGTCCTTCCATCGCTGCCCCAGAAAGCCTCACATATCTCCGTTTAGAATCAGGTCCCTT
CTCCCCAGATGAAGAGGAGGGTCTCTGCTTTIGTTTTCTCTATCTCCTCCTCAGACTTGACCAGGCCCAGC
AGGCCCCAGAAGACCATTACCCTATATCCCTTICTCCTCCCTAGTCACATGGCCATAGGCCTGCTGATGGC
TCAGGAAGGCCATTGCAAGGACTCCTCAGCTATGGGAGAGGAAGCACATCACCCATTGACCCCCGCAACC
CCTCCCTTTCCTCCTCTGAGTCCCGACTGGGGCCACATGCAGCCTGACTTCTTTGTGCCTGTTGCTGTCC
CTGCAGTCTTCAGAGGGCCACCGCAGCTCCAGTGCCACGGCAGGAGGCTGTTCCTGAATAGCCCCTGTGG
TAAGGGCCAGGAGAGTCCTTCCATCCTCCAAGGCCCTGCTAAAGGACACAGCAGCCAGGAAGTCCCCTGG
GCCCCTAGCTGAAGGACAGCCTGCTCCCTCCGTCTCTACCAGGAATGGCCTTGTCCTATGGAAGGCACTG
CCCCATCCCAAACTAATCTAGGAATCACTGTCTAACCACTCACTGTCATGAATGTGTACTTAAAGGATGA
GGTTGAGTCATACCAAATAGTGATTTCGATAGTTCAAAATGGTGAAATTAGCAATTCTACATGATTCAGT
CTAATCAATGGATACCGACTGTTTCCCACACAAGTCTCCTGTTCTCTTAAGCTTACTCACTGACAGCCTT
TCACTCTCCACAAATACATTAAAGATATGGCCATCACCAAGCCCCCTAGGATGACACCAGACCTGAGAGT
CTGAAGACCTGGATCCAAGTTCTGACTTTTCCCCCTGACAGCTGTGTGACCTTCGTGAAGTCGCCAAACC
TCTCTGAGCCCCAGTCATTGCTAGTAAGACCTGCCTTTGAGTTGGTATGATGTTCAAGTTAGATAACAAA
ATGTTTATACCCATTAGAACAGAGAATAAATAGAACTACATTTICTTGCA

Figura 8B
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SEQ ID NO:3

>g1]189163526 | ref |[NM_001002236.2| Inhibidor de serpina peptidasa de Homo sapiens,
clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina), miembro 1 (SERPINAL),

variante de transcrito 2, ARNm
TGGGCAGGAACTGGGCACTGTGCCCAGGGCATGCACTGCCTCCACGCAGCAACCCTCAGAGTCCTGAGCT
GAACCAAGAAGGAGGAGGGGGTCGGGCCTCCGAGGAAGGCCTAGCCGCTGCTGCTGCCAGGAATTCCAGG
TTGGAGGGGCGGCAACCTCCTGCCAGCCTTCAGGCCACTCTCCTGTGCCTGCCAGAAGAGACAGAGCTTG
AGGAGAGCTTGAGGAGAGCAGGAAAGGGCGGCAGTAAGTCTTCAGCATCAGGCATTTTGGGGTGACTCAG
TAAATGGTAGATCTTGCTACCAGTGGAACAGCCACTAAGGATTCTGCAGTGAGAGCAGAGGGCCAGCTAA
GTGGTACTCTCCCAGAGACTGTCTGACTCACGCCACCCCCTCCACCTTGGACACAGGACGCTGTGGTTTC
TGAGCCAGGTACAATGACTCCTTTCGCAGCCTCCCCCGTTGCCCCTCTGGATCCACTGCTTAAATACGGA
CGAGGACAGGGCCCTGTCTCCTCAGCTTCAGGCACCACCACTGACCTGGGACAGTGAATCGACAATGCCG
TCTTCTGTCTCGTGGGGCATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTGAGG
ATCCCCAGGGAGATGCTGCCCAGAAGACAGATACATCCCACCATGATCAGGATCACCCAACCTTCAACAA
GATCACCCCCAACCTGGCTGAGTTCGCCTTCAGCCTATACCGCCAGCTGGCACACCAGTCCAACAGCACC
AATATCTTCTTCTCCCCAGTGAGCATCGCTACAGCCTTTGCAATGCTCTCCCTGGGGACCAAGGCTGACA
CTCACGATGAAATCCTGGAGGGCCTGAATTTCAACCTCACGGAGATTCCGGAGGCTCAGATCCATGAAGG
CTTCCAGGAACTCCTCCGTACCCTCAACCAGCCAGACAGCCAGCTCCAGCTGACCACCGGCAATGGCCTG
TTCCTCAGCGAGGGCCTGAAGCTAGTGGATAAGTTTTTGGAGGATGTTARAARAGTTGTACCACTCAGAAG
CCTTCACTGTCAACTTCGGGGACACCGAAGAGGCCAAGAAACAGATCAACGATTACGTGGAGAAGGGTAC
TCAAGGGAAAATTGTGGATTTGGTCAAGGAGCTTGACAGAGACACAGTTTTTGCTCTGGTGAATTACATC
TTCTTTAAAGGCAAATGGGAGAGACCCTTTGAAGTCAAGGACACCGAGGAAGAGGACTTCCACGTGGACC
AGGTGACCACCGTGAAGGTGCCTATGATGAAGCGTTTAGGCATGTTTAACATCCAGCACTGTAAGAAGCT
GTCCAGCTGGGTGCTGCTGATGAAATACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCCTGATGAGGGG
AAACTACAGCACCTGGAAAATGAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAATGAAGACAGAA
GGTCTGCCAGCTTACATTTACCCAAACTGTCCATTACTGGAACCTATGATCTGAAGAGCGTCCTGGGTCA
ACTGGGCATCACTAAGGTCTTCAGCAATGGGGCTGACCTCTCCGGGGTCACAGAGGAGGCACCCCTGAAG
CTCTCCAAGGCCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGACGAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGGGGCCATGT
TTTTAGAGGCCATACCCATGTCTATCCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAAACCCTTTGTCTTCTTAATGAT
TGAACAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCACCCAAAAATAACTGCCTCTC
GCTCCTCAACCCCTCCCCTCCATCCCTGGCCCCCTCCCTGGATGACATTAAAGAAGGGTTGAGCTGGTCC
CTGCCTGCATGTGACTGTAAATCCCTCCCATGTTTTCTCTGAGTCTCCCTTTGCCTGCTGAGGCTGTATG
TGGGCTCCAGGTAACAGTGCTGTCTTCGGGCCCCCTGAACTGTGTTCATGGAGCATCTGGCTGGGTAGGC
ACATGCTGGGCTTGAATCCAGGGGGGACTGAATCCTCAGCTTACGGACCTGGGCCCATCTGTTTCTGGAG
GGCTCCAGTCTTCCTITGTCCTGTCTTGGAGTCCCCAAGAAGGAATCACAGGGGAGGAACCAGATACCAGC
CATGACCCCAGGCTCCACCAAGCATCTTCATGTCCCCCTGCTCATCCCCCACTCCCCCCCACCCAGAGTT
GCTCATCCTGCCAGGGCTGGCTGTGCCCACCCCAAGGCTGCCCTCCTGGGGGCCCCAGAACTGCCTGATC
GTGCCGTGGCCCAGTTTTGTGGCATCTGCAGCAACACAAGAGAGAGGACAATGTCCTCCTCTTGACCCGC
TGTCACCTAACCAGACTCGGGCCCTGCACCTCTCAGGCACTTICTGGAAAATGACTGAGGCAGATTCTTCC
TGAAGCCCATTCTCCATGGGGCAACAAGGACACCTATTCTGTCCTTGTCCTTCCATCGCTGCCCCAGAAA
GCCTCACATATCTCCGTTTAGAATCAGGTCCCTTCTCCCCAGATGAAGAGGAGGGTCTCTGCTTTGTTTT
CTCTATCTCCTCCTCAGACTTGACCAGGCCCAGCAGGCCCCAGAAGACCATTACCCTATATCCCTTCTCC
TCCCTAGTCACATGGCCATAGGCCTGCTGATGGCTCAGGAAGGCCATTGCAAGGACTCCTCAGCTATGGG
AGAGGAAGCACATCACCCATTGACCCCCGCAACCCCTCCCTTTCCTCCTCTGAGTCCCGACTGGGGCCAC
ATGCAGCCTGACTTCTTTGTGCCTGTTGCTGTCCCTGCAGTCTTCAGAGGGCCACCGCAGCTCCAGTGCC
ACGGCAGGAGGCTGTTCCTGAATAGCCCCTGTGGTAAGGGCCAGGAGAGTCCTTCCATCCTCCAAGGCCC
TGCTAAAGGACACAGCAGCCAGGAAGTCCCCTGGGCCCCTAGCTGAAGGACAGCCTGCTCCCTCCGTCTC
TACCAGGAATGGCCTTGTCCTATGGAAGGCACTGCCCCATCCCAAACTAATCTAGGAATCACTGTCTAAC
CACTCACTGTCATGAATGTGTACTTAAAGGATGAGGTTGAGTCATACCAAATAGTGATTTCGATAGTTCA
AAATGGTGAAATTAGCAATTCTACATGATTCAGTCTAATCAATGGATACCGACTGTTTCCCACACAAGTC
TCCTGTTCTCTTAAGCTTACTCACTGACAGCCTTTCACTCTCCACAAATACATTAAAGATATGGCCATCA
CCAAGCCCCCTAGGATGACACCAGACCTGAGAGTCTGAAGACCTGGATCCAAGTTCTGACTTTTCCCCCT
GACAGCTGTGTGACCTTCGTGAAGTCGCCAAACCTCTCTGAGCCCCAGTCATTGCTAGTAAGACCTGCCT
TTGAGTTGGTATGATGTTCAAGTTAGATAACAAAATGTTTATACCCATTAGAACAGAGAATAAATAGAAC
TACATTTCTTGCA

Figura 8C
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SEQ ID NO:4

>gi1[189163527|ref |NM_001127700.1| Inhibidor de serpina peptidasa de Homo sapiens,
clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina), miembro 1 (SERPINAL),

variante de transcrito 4, ARNm
TGGGCAGGAACTGGGCACTGTGCCCAGGGCATGCACTGCCTCCACGCAGCAACCCTCAGAGTCCTGAGCT
GAACCAAGAAGGAGGAGGGGGTCGGGCCTCCGAGGAAGGCCTAGCCGCTGCTGCTGCCAGGAATTCCAGG
TTGGAGGGGCGGCAACCTCCTGCCAGCCTTCAGGCCACTCTCCTGTGCCTGCCAGAAGAGACAGAGCTTG
AGGAGAGCTTGAGGAGAGCAGGAAAGGTGGGACATTGCTGCTGCTGCTCACTCAGTTCCACAGGACAATG
CCGTCTTCTGTCTCGTGGGGCATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTG
AGGATCCCCAGGGAGATGCTGCCCAGAAGACAGATACATCCCACCATGATCAGGATCACCCAACCTTCAA
CAAGATCACCCCCAACCTGGCTGAGTTCGCCTTCAGCCTATACCGCCAGCTGGCACACCAGTCCAACAGC
ACCAATATCTTCTTCTCCCCAGTGAGCATCGCTACAGCCTTTGCAATGCTCTCCCTGGGGACCAAGGCTG
ACACTCACGATGAAATCCTGGAGGGCCTGAATTTCAACCTCACGGAGATTCCGGAGGCTCAGATCCATGA
AGGCTTCCAGGAACTCCTCCGTACCCTCAACCAGCCAGACAGCCAGCTCCAGCTGACCACCGGCAATGGC
CTGTTCCTCAGCGAGGGCCTGAAGCTAGTGGATAAGTTTTTGGAGGATGTTAAAAAGTTGTACCACTCAG
AAGCCTTCACTGTCAACTTCGGGGACACCGAAGAGGCCAAGAARACAGATCAACGATTACGTGGAGAAGGG
TACTCAAGGGAAAATTGTGGATTTGGTCAAGGAGCTTGACAGAGACACAGTTTTTGCTCTGGTGAATTAC
ATCTTCTTTAAAGGCAAATGGGAGAGACCCTTTGAAGTCAAGGACACCGAGGAAGAGGACTTCCACGTGG
ACCAGGTGACCACCGTGAAGGTGCCTATGATGAAGCGTTTAGGCATGTTTAACATCCAGCACTGTAAGAA
GCTGTCCAGCTGGGTGCTGCTGATGAAATACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCCTGATGAG
GGGAAACTACAGCACCTGGAAAATGAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAATGAAGACA
GAAGGTCTGCCAGCTTACATTTACCCAAACTGTCCATTACTGGAACCTATGATCTGAAGAGCGTCCTGGG
TCAACTGGGCATCACTAAGGTCTTCAGCAATGGGGCTGACCTCTCCGGGGTCACAGAGGAGGCACCCCTG
AAGCTCTCCAAGGCCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGACGAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGGGGCCA
TGTTTTTAGAGGCCATACCCATGTCTATCCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAAACCCTTTGTCTTCTTAAT
GATTGAACAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCACCCAAAAATAACTGCCT
CTCGCTCCTCAACCCCTCCCCTCCATCCCTGGCCCCCTCCCTGGATGACATTAAAGAAGGGTTGAGCTGG
TCCCTGCCTGCATGTGACTGTAAATCCCTCCCATGTTTTCTCTGAGTCTCCCTTTGCCTGCTGAGGCTGT
ATGTGGGCTCCAGGTAACAGTGCTGTCTTCGGGCCCCCTGAACTGTGTTCATGGAGCATCTGGCTGGGTA
GGCACATGCTGGGCTTGAATCCAGGGGGGACTGAATCCTCAGCTTACGGACCTGGGCCCATCTGTTTCTG
GAGGGCTCCAGTCTTCCTTGTCCTGTCTTGGAGTCCCCAAGAAGGAATCACAGGGGAGGAACCAGATACC
AGCCATGACCCCAGGCTCCACCAAGCATCTTCATGTCCCCCTGCTCATCCCCCACTCCCCCCCACCCAGA
GTTGCTCATCCTGCCAGGGCTGGCTGTGCCCACCCCAAGGCTGCCCTCCTGGGGGCCCCAGAACTGCCTG
ATCGTGCCGTGGCCCAGTTTTGTGGCATCTGCAGCAACACAAGAGAGAGGACAATGTCCTCCTCTTGACC
CGCTGTCACCTAACCAGACTCGGGCCCTGCACCTCTCAGGCACTTCTGGAAAATGACTGAGGCAGATTCT
TCCTGAAGCCCATTCTCCATGGGGCAACAAGGACACCTATTCTGTCCTTGTCCTTCCATCGCTGCCCCAG
AAAGCCTCACATATCTCCGTTTAGAATCAGGTCCCTTCTCCCCAGATGAAGAGGAGGGTCTCTGCTTTGT
TTTCTCTATCTCCTCCTCAGACTTGACCAGGCCCAGCAGGCCCCAGAAGACCATTACCCTATATCCCTTC
TCCTCCCTAGTCACATGGCCATAGGCCTGCTGATGGCTCAGGAAGGCCATTGCAAGGACTCCTCAGCTAT
GGGAGAGGAAGCACATCACCCATTGACCCCCGCAACCCCTCCCTTTCCTCCTCTGAGTCCCGACTGGGGC
CACATGCAGCCTGACTTCTTTGTGCCTGTTGCTGTCCCTGCAGTCTTCAGAGGGCCACCGCAGCTCCAGT
GCCACGGCAGGAGGCTGTTCCTGAATAGCCCCTGTGGTAAGGGCCAGGAGAGTCCTTCCATCCTCCAAGG
CCCTGCTAAAGGACACAGCAGCCAGGAAGTCCCCTGGGCCCCTAGCTGAAGGACAGCCTGCTCCCTCCGT
CTCTACCAGGAATGGCCTTGTCCTATGGAAGGCACTGCCCCATCCCAAACTAATCTAGGAATCACTGTICT
AACCACTCACTGTCATGAATGTGTACTTAAAGGATGAGGTTGAGTCATACCAAATAGTGATTTCGATAGT
TCAAAATGGTGAAATTAGCAATTCTACATGATTCAGTCTAATCAATGGATACCGACTGTTTCCCACACAA
GTCTCCTGTTCTCTTAAGCTTACTCACTGACAGCCTTTCACTCTCCACAAATACATTAAAGATATGGCCA
TCACCAAGCCCCCTAGGATGACACCAGACCTGAGAGTCTGAAGACCTGGATCCAAGTTCTGACTTTTCCC
CCTGACAGCTGTGTGACCTTCGTGAAGTCGCCAAACCTCTCTGAGCCCCAGTCATTGCTAGTAAGACCTG
CCTTTGAGTTGGTATGATGTTCAAGTTAGATAACAAAATGTTTATACCCATTAGAACAGAGAATAAATAG
AACTACATTTCTTGCA

Figura 8D

280



ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:5

>g1]189163529 |ref |[NM_001127701.1| Inhibidor de serpina peptidasa de Homo sapiens,
clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina), miembro 1 (SERPINAL),

variante de transcrito 5, ARNm
TGGGCAGGAACTGGGCACTGTGCCCAGGGCATGCACTGCCTCCACGCAGCAACCCTCAGAGTCCTGAGCT
GAACCAAGAAGGAGGAGGGGGTCGGGCCTCCGAGGAAGGCCTAGCCGCTGCTGCTGCCAGGAATTCCAGG
TTGGAGGGGCGGCAACCTCCTGCCAGCCTTCAGGCCACTCTCCTGTGCCTGCCAGAAGAGACAGAGCTTG
AGGAGAGCTTGAGGAGAGCAGGAAAGGTGGGACATTGCTGCTGCTGCTCACTCAGTTCCACAGGGCGGCA
GTAAGTCTTCAGCATCAGGCATTTTGGGGTGACTCAGTAAATGGTAGATCTTGCTACCAGTGGAACAGCC
ACTAAGGATTCTGCAGTGAGAGCAGAGGGCCAGCTAAGTGGTACTCTCCCAGAGACTGTCTGACTCACGC
CACCCCCTCCACCTTGGACACAGGACGCTGTGGTTTCTGAGCCAGCAGCCTCCCCCGTTGCCCCTCTGGA
TCCACTGCTTAAATACGGACGAGGACAGGGCCCTGTCTCCTCAGCTTCAGGCACCACCACTGACCTGGGA
CAGTGAATCGACAATGCCGTCTTCTGTCTCGTGGGGCATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGGTC
CCTGTCTCCCTGGCTGAGGATCCCCAGGGAGATGCTGCCCAGAAGACAGATACATCCCACCATGATCAGG
ATCACCCAACCTTCAACAAGATCACCCCCAACCTGGCTGAGTTCGCCTTCAGCCTATACCGCCAGCTGGC
ACACCAGTCCAACAGCACCAATATCTTCTTCTCCCCAGTGAGCATCGCTACAGCCTTTGCAATGCTCTCC
CTGGGGACCAAGGCTGACACTCACGATGAAATCCTGGAGGGCCTGAATTTCAACCTCACGGAGATTCCGG
AGGCTCAGATCCATGAAGGCTTCCAGGAACTCCTCCGTACCCTCAACCAGCCAGACAGCCAGCTCCAGCT
GACCACCGGCAATGGCCTGTTCCTCAGCGAGGGCCTGAAGCTAGTGGATAAGTTTTTGGAGGATGTTAAA
AAGTTGTACCACTCAGAAGCCTTCACTGTCAACTTCGGGGACACCGAAGAGGCCAAGAAACAGATCAACG
ATTACGTGGAGAAGGGTACTCAAGGGAAAATTGTGGATTTGGTCAAGGAGCTTGACAGAGACACAGTTTT
TGCTCTGGTGAATTACATCTTCTTTAAAGGCAAATGGGAGAGACCCTTTGAAGTCAAGGACACCGAGGAA
GAGGACTTCCACGTGGACCAGGTGACCACCGTGAAGGTGCCTATGATGAAGCGTTTAGGCATGTTTAACA
TCCAGCACTGTAAGAAGCTGTCCAGCTGGGTGCTGCTGATGAAATACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTT
CTTCCTGCCTGATGAGGGGAAACTACAGCACCTGGAAAATGAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTC
CTGGAAAATGAAGACAGAAGGTCTGCCAGCTTACATTTACCCAAACTGTCCATTACTGGAACCTATGATC
TGAAGAGCGTCCTGGGTCAACTGGGCATCACTAAGGTCTTCAGCAATGGGGCTGACCTCTCCGGGGTCAC
AGAGGAGGCACCCCTGAAGCTCTCCAAGGCCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGACGAGAAAGGGACT
GAAGCTGCTGGGGCCATGTTTTTAGAGGCCATACCCATGTCTATCCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAAAC
CCTTTGTCTTCTTAATGATTGAACAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCAC
CCAAAAATAACTGCCTCTCGCTCCTCAACCCCTCCCCTCCATCCCTGGCCCCCTCCCTGGATGACATTAA
AGAAGGGTTGAGCTGGTCCCTGCCTGCATGTGACTGTAAATCCCTCCCATGTTTTCTCTGAGTCTCCCTT
TGCCTGCTGAGGCTGTATGTGGGCTCCAGGTAACAGTGCTGTCTTCGGGCCCCCTGAACTGTGTTCATGG
AGCATCTGGCTGGGTAGGCACATGCTGGGCTTGAATCCAGGGGGGACTGAATCCTCAGCTTACGGACCTG
GGCCCATCTGTITTCTGGAGGGCTCCAGTCTTCCTTGTCCTGTCTTGGAGTCCCCAAGAAGGAATCACAGG
GGAGGAACCAGATACCAGCCATGACCCCAGGCTCCACCAAGCATCTTCATGTCCCCCTGCTCATCCCCCA
CTCCCCCCCACCCAGAGTTGCTCATCCTGCCAGGGCTGGCTGTGCCCACCCCAAGGCTGCCCTCCTGGGG
GCCCCAGAACTGCCTGATCGTGCCGTGGCCCAGTTTTGTGGCATCTGCAGCAACACAAGAGAGAGGACAA
TGTCCTCCTCTTGACCCGCTGTCACCTAACCAGACTCGGGCCCTGCACCTCTCAGGCACTTCTGGAARAT
GACTGAGGCAGATTCTTCCTGAAGCCCATTCTCCATGGGGCAACAAGGACACCTATTCTGTCCTTGTCCT
TCCATCGCTGCCCCAGAAAGCCTCACATATCTCCGTTTAGAATCAGGTCCCTTCTCCCCAGATGAAGAGG
AGGGTCTCTGCTTTGTTTTCTCTATCTCCTCCTCAGACTTGACCAGGCCCAGCAGGCCCCAGAAGACCAT
TACCCTATATCCCTTCTCCTCCCTAGTCACATGGCCATAGGCCTGCTGATGGCTCAGGAAGGCCATTGCA
AGGACTCCTCAGCTATGGGAGAGGAAGCACATCACCCATTGACCCCCGCAACCCCTCCCTTTCCTCCTICT
GAGTCCCGACTGGGGCCACATGCAGCCTGACTTCTTTGTGCCTGTTGCTGTCCCTGCAGTCTTCAGAGGG
CCACCGCAGCTCCAGTGCCACGGCAGGAGGCTGTTCCTGAATAGCCCCTGTGGTAAGGGCCAGGAGAGTC
CTTCCATCCTCCAAGGCCCTGCTAAAGGACACAGCAGCCAGGAAGTCCCCTGGGCCCCTAGCTGAAGGAC
AGCCTGCTCCCTCCGTCTCTACCAGGAATGGCCTTGTCCTATGGAAGGCACTGCCCCATCCCAAACTAAT
CTAGGAATCACTGTCTAACCACTCACTGTCATGAATGTGTACTTAAAGGATGAGGTTGAGTCATACCAAA
TAGTGATTTCGATAGTTCAAAATGGTGAAATTAGCAATTCTACATGATTCAGTCTAATCAATGGATACCG
ACTGTTTCCCACACAAGTCTCCTGTTCTCTTAAGCTTACTCACTGACAGCCTTTCACTCTCCACAAATAC
ATTAAAGATATGGCCATCACCAAGCCCCCTAGGATGACACCAGACCTGAGAGTCTGAAGACCTGGATCCA
AGTTCTGACTTTTCCCCCTGACAGCTGTGTGACCTTCGTGAAGTCGCCAAACCTCTCTGAGCCCCAGTCA
TTGCTAGTAAGACCTGCCTTTGAGTTGGTATGATGTTCAAGTTAGATAACAAAATGTTTATACCCATTAG
AACAGAGAATAAATAGAACTACATTTCTTGCA

Figura 8E

281



ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:6

>g1]189163531|ref |[NM_001127702.1| Inhibidor de serpina peptidasa de Homo sapiens,
clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina), miembro 1 (SERPINAL),

variante de transcrito 6, ARNm
TGGGCAGGAACTGGGCACTGTGCCCAGGGCATGCACTGCCTCCACGCAGCAACCCTCAGAGTCCTGAGCT
GAACCAAGAAGGAGGAGGGGGTCGGGCCTCCGAGGAAGGCCTAGCCGCTGCTGCTGCCAGGAATTCCAGG
TTGGAGGGGCGGCAACCTCCTGCCAGCCTTCAGGCCACTCTCCTGTGCCTGCCAGAAGAGACAGAGCTTG
AGGAGAGCTTGAGGAGAGCAGGAAAGGTGGGACATTGCTGCTGCTGCTCACTCAGTTCCACAGCAGCCTC
CCCCGTTGCCCCTCTGGATCCACTGCTTAAATACGGACGAGGACAGGGCCCTGTCTCCTCAGCTTCAGGC
ACCACCACTGACCTGGGACAGTGAATCGACAATGCCGTCTTCTGTCTCGTGGGGCATCCTCCTGCTGGCA
GGCCTGTGCTGCCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTGAGGATCCCCAGGGAGATGCTGCCCAGAAGACAGATA
CATCCCACCATGATCAGGATCACCCAACCTTCAACAAGATCACCCCCAACCTGGCTGAGTTCGCCTTCAG
CCTATACCGCCAGCTGGCACACCAGTCCAACAGCACCAATATCTTCTTCTCCCCAGTGAGCATCGCTACA
GCCTTTGCAATGCTCTCCCTGGGGACCAAGGCTGACACTCACGATGAAATCCTGGAGGGCCTGAATTTCA
ACCTCACGGAGATTCCGGAGGCTCAGATCCATGAAGGCTTCCAGGAACTCCTCCGTACCCTCAACCAGCC
AGACAGCCAGCTCCAGCTGACCACCGGCAATGGCCTGTTCCTCAGCGAGGGCCTGAAGCTAGTGGATAAG
TTTTTGGAGGATGTTAAAAAGTTGTACCACTCAGAAGCCTTCACTGTCAACTTCGGGGACACCGAAGAGG
CCAAGAAACAGATCAACGATTACGTGGAGAAGGGTACTCAAGGGAAAATTGTGGATTTGGTCAAGGAGCT
TGACAGAGACACAGTTTTTGCTCTGGTGAATTACATCTTICTTTAAAGGCAAATGGGAGAGACCCTTTGAA
GTCAAGGACACCGAGGAAGAGGACTTCCACGTGGACCAGGTGACCACCGTGAAGGTGCCTATGATGAAGC
GTTTAGGCATGTTTAACATCCAGCACTGTAAGAAGCTGTCCAGCTGGGTGCTGCTGATGAAATACCTGGG
CAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCCTGATGAGGGGAAACTACAGCACCTGGAAAATGAACTCACCCAC
GATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAATGAAGACAGAAGGTCTGCCAGCTTACATTTACCCAAACTGTCCA
TTACTGGAACCTATGATCTGAAGAGCGTCCTGGGTCAACTGGGCATCACTAAGGTCTTCAGCAATGGGGC
TGACCTCTCCGGGGTCACAGAGGAGGCACCCCTGAAGCTCTCCAAGGCCGTGCATAAGGCTGTGCTGACC
ATCGACGAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGGGGCCATGTTTTTAGAGGCCATACCCATGTCTATCCCCCCCG
AGGTCAAGTTCAACAAACCCTTTGTCTTCTTAATGATTGAACAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGG
AAAAGTGGTGAATCCCACCCAAARAATAACTGCCTCTCGCTCCTCAACCCCTCCCCTCCATCCCTGGCCCC
CTCCCTGGATGACATTARAGAAGGGTTGAGCTGGTCCCTGCCTGCATGTGACTGTAAATCCCTCCCATGT
TTTCTCTGAGTCTCCCTTTGCCTGCTGAGGCTGTATGTGGGCTCCAGGTAACAGTGCTGTCTTCGGGCCC
CCTGAACTGTGTTCATGGAGCATCTGGCTGGGTAGGCACATGCTGGGCTTGAATCCAGGGGGGACTGAAT
CCTCAGCTTACGGACCTGGGCCCATCTGTTTCTGGAGGGCTCCAGTCTTCCTTGTCCTGTCTTGGAGTCC
CCAAGAAGGAATCACAGGGGAGGAACCAGATACCAGCCATGACCCCAGGCTCCACCAAGCATCTTCATGT
CCCCCTGCTCATCCCCCACTCCCCCCCACCCAGAGTTGCTCATCCTGCCAGGGCTGGCTGTGCCCACCCC
AAGGCTGCCCTCCTGGGGGCCCCAGAACTGCCTGATCGTGCCGTGGCCCAGTTTTGTGGCATCTGCAGCA
ACACAAGAGAGAGGACAATGTCCTCCTCTTGACCCGCTGTCACCTAACCAGACTCGGGCCCTGCACCTCT
CAGGCACTTCTGGAAAATGACTGAGGCAGATTCTTCCTGAAGCCCATTCTCCATGGGGCAACAAGGACAC
CTATTCTGTCCTTGTCCTTCCATCGCTGCCCCAGAAAGCCTCACATATCTCCGTTTAGAATCAGGTCCCT
TCTCCCCAGATGAAGAGGAGGGTCTCTGCTTTIGTTTTCTCTATCTCCTCCTCAGACTTGACCAGGCCCAG
CAGGCCCCAGAAGACCATTACCCTATATCCCTTCTCCTCCCTAGTCACATGGCCATAGGCCTGCTGATGG
CTCAGGAAGGCCATTGCAAGGACTCCTCAGCTATGGGAGAGGAAGCACATCACCCATTGACCCCCGCAAC
CCCTCCCTTTCCTCCTCTGAGTCCCGACTGGGGCCACATGCAGCCTGACTTCTTTGTGCCTGTTGCTGTC
CCTGCAGTCTTCAGAGGGCCACCGCAGCTCCAGTGCCACGGCAGGAGGCTGTTCCTGAATAGCCCCTGTG
GTAAGGGCCAGGAGAGTCCTTCCATCCTCCAAGGCCCTGCTAAAGGACACAGCAGCCAGGAAGTCCCCTG
GGCCCCTAGCTGAAGGACAGCCTGCTCCCTCCGTCTCTACCAGGAATGGCCTTGTCCTATGGAAGGCACT
GCCCCATCCCAAACTAATCTAGGAATCACTGTCTAACCACTCACTGTCATGAATGTGTACTTAAAGGATG
AGGTTGAGTCATACCAAATAGTGATTTCGATAGTTCAAAATGGTGAAATTAGCAATTCTACATGATTCAG
TCTAATCAATGGATACCGACTGTTTCCCACACAAGTCTCCTGTTCTCTTAAGCTTACTCACTGACAGCCT
TTCACTCTCCACAAATACATTAAAGATATGGCCATCACCAAGCCCCCTAGGATGACACCAGACCTGAGAG
TCTGAAGACCTGGATCCAAGTTCTGACTTTTCCCCCTGACAGCTGTGTGACCTTCGTGAAGTCGCCARAC
CTCTCTGAGCCCCAGTCATTGCTAGTAAGACCTGCCTTTGAGTTGGTATGATGTTCAAGTTAGATAACAA
AATGTTTATACCCATTAGAACAGAGAATAAATAGAACTACATTTCTTGCA

Figura 8F

282



ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:7

>g1]189163533|ref |[NM_001127703.1| Inhibidor de serpina peptidasa de Homo sapiens,
clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina), miembro 1 (SERPINAIl),

variante de transcrito 7, ARNm
TGGGCAGGAACTGGGCACTGTGCCCAGGGCATGCACTGCCTCCACGCAGCAACCCTCAGAGTCCTGAGCT
GAACCAAGAAGGAGGAGGGGGTCGGGCCTCCGAGGAAGGCCTAGCCGCTGCTGCTGCCAGGAATTCCAGG
TTGGAGGGGCGGCAACCTCCTGCCAGCCTTCAGGCCACTCTCCTGTGCCTGCCAGAAGAGACAGAGCTTG
AGGAGAGCTTGAGGAGAGCAGGAAAGGGCGGCAGTAAGTCTTCAGCATCAGGCATTTTGGGGTGACTCAG
TAAATGGTAGATCTTGCTACCAGTGGAACAGCCACTAAGGATTCTGCAGTGAGAGCAGAGGGCCAGCTAA
GTGGTACTCTCCCAGAGACTGTCTGACTCACGCCACCCCCTCCACCTTGGACACAGGACGCTGTGGTTTC
TGAGCCAGCAGCCTCCCCCGTTGCCCCTCTGGATCCACTGCTTAAATACGGACGAGGACAGGGCCCTGTC
TCCTCAGCTTCAGGCACCACCACTGACCTGGGACAGTGAATCGACAATGCCGTCTTCTGTCTCGTGGGGC
ATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTGAGGATCCCCAGGGAGATGCTG
CCCAGAAGACAGATACATCCCACCATGATCAGGATCACCCAACCTTCAACAAGATCACCCCCAACCTGGC
TGAGTTCGCCTTCAGCCTATACCGCCAGCTGGCACACCAGTCCAACAGCACCAATATCTTCTTCTCCCCA
GTGAGCATCGCTACAGCCTTTGCAATGCTCTCCCTGGGGACCAAGGCTGACACTCACGATGAAATCCTGG
AGGGCCTGAATTTCAACCTCACGGAGATTCCGGAGGCTCAGATCCATGAAGGCTTCCAGGAACTCCTCCG
TACCCTCAACCAGCCAGACAGCCAGCTCCAGCTGACCACCGGCAATGGCCTGTTCCTCAGCGAGGGCCTG
AAGCTAGTGGATAAGTTTTTGGAGGATGTTAAAAAGTTGTACCACTCAGAAGCCTTCACTGTCAACTTCG
GGGACACCGAAGAGGCCAAGAAACAGATCAACGATTACGTGGAGAAGGGTACTCAAGGGAAAATTGTGGA
TTTGGTCAAGGAGCTTGACAGAGACACAGTTTTTGCTCTGGTGAATTACATCTTCTTTAAAGGCAAATGG
GAGAGACCCTTTGAAGTCAAGGACACCGAGGAAGAGGACTTCCACGTGGACCAGGTGACCACCGTGAAGG
TGCCTATGATGAAGCGTTTAGGCATGTTTAACATCCAGCACTGTAAGAAGCTGTCCAGCTGGGTGCTGCT
GATGAAATACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCCTGATGAGGGGAAACTACAGCACCTGGAA
AATGAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAATGAAGACAGAAGGTCTGCCAGCTTACATT
TACCCAAACTGTCCATTACTGGAACCTATGATCTGAAGAGCGTCCTGGGTCAACTGGGCATCACTAAGGT
CTTCAGCAATGGGGCTGACCTCTCCGGGGTCACAGAGGAGGCACCCCTGAAGCTCTCCAAGGCCGTGCAT
AAGGCTGTGCTGACCATCGACGAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGGGGCCATGTTTTTAGAGGCCATACCCA
TGTCTATCCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAARACCCTTTGTCTTCTTAATGATTGAACAAAATACCAAGTC
TCCCCTCTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCACCCAAAAATAACTGCCTCTCGCTCCTCAACCCCTCCCC
TCCATCCCTGGCCCCCTCCCTGGATGACATTAAAGAAGGGTTGAGCTGGTCCCTGCCTGCATGTGACTGT
AAATCCCTCCCATGTTTTCTCTGAGTCTCCCTTTGCCTGCTGAGGCTGTATGTGGGCTCCAGGTAACAGT
GCTGTCTTCGGGCCCCCTGAACTGTGTTCATGGAGCATCTGGCTGGGTAGGCACATGCTGGGCTTGAATC
CAGGGGGGACTGAATCCTCAGCTTACGGACCTGGGCCCATCTGTTTCTGGAGGGCTCCAGTCTTCCTTGT
CCTGTCTTGGAGTCCCCAAGAAGGAATCACAGGGGAGGAACCAGATACCAGCCATGACCCCAGGCTCCAC
CAAGCATCTTCATGTCCCCCTGCTCATCCCCCACTCCCCCCCACCCAGAGTTGCTCATCCTGCCAGGGCT
GGCTGTGCCCACCCCAAGGCTGCCCTCCTGGGGGCCCCAGAACTGCCTGATCGTGCCGTGGCCCAGTTTT
GTGGCATCTGCAGCAACACAAGAGAGAGGACAATGTCCTCCTCTTGACCCGCTGTCACCTAACCAGACTC
GGGCCCTGCACCTCTCAGGCACTTCTGGAAAATGACTGAGGCAGATTCTTCCTGAAGCCCATTCTCCATG
GGGCAACAAGGACACCTATTCTGTCCTTGTCCTTCCATCGCTGCCCCAGAAAGCCTCACATATCTCCGTT
TAGAATCAGGTCCCTTCTCCCCAGATGAAGAGGAGGGTCTCTGCTTTGTTTTCTCTATCTCCTCCTCAGA
CTTGACCAGGCCCAGCAGGCCCCAGAAGACCATTACCCTATATCCCTTCTCCTCCCTAGTCACATGGCCA
TAGGCCTGCTGATGGCTCAGGAAGGCCATTGCAAGGACTCCTCAGCTATGGGAGAGGAAGCACATCACCC
ATTGACCCCCGCAACCCCTCCCTTTCCTCCTCTGAGTCCCGACTGGGGCCACATGCAGCCTGACTTICTTT
GTGCCTGTTGCTGTCCCTGCAGTCTTCAGAGGGCCACCGCAGCTCCAGTGCCACGGCAGGAGGCTGTTCC
TGAATAGCCCCTGTGGTAAGGGCCAGGAGAGTCCTTCCATCCTCCAAGGCCCTGCTAAAGGACACAGCAG
CCAGGAAGTCCCCTGGGCCCCTAGCTGAAGGACAGCCTGCTCCCTCCGTCTCTACCAGGAATGGCCTTGT
CCTATGGAAGGCACTGCCCCATCCCAAACTAATCTAGGAATCACTGTCTAACCACTCACTGTCATGAATG
TGTACTTAAAGGATGAGGTTGAGTCATACCAAATAGTGATTTCGATAGTTCAAAATGGTGAAATTAGCAA
TTCTACATGATTCAGTCTAATCAATGGATACCGACTGTTTCCCACACAAGTCTCCTGTTCTCTTAAGCTT
ACTCACTGACAGCCTTTCACTCTCCACAAATACATTAAAGATATGGCCATCACCAAGCCCCCTAGGATGA
CACCAGACCTGAGAGTCTGAAGACCTGGATCCAAGTTCTGACTTTTCCCCCTGACAGCTGTGTGACCTTC
GTGAAGTCGCCAAACCTCTCTGAGCCCCAGTCATTGCTAGTAAGACCTGCCTTTGAGTTGGTATGATGTT
CAAGTTAGATAACAAAATGTTTATACCCATTAGAACAGAGAATAAATAGAACTACATTTCTTGCA

Figura 8G
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ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:8

>g1]189163535|ref |[NM_001127704.1| Inhibidor de serpina peptidasa de Homo sapiens,
clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina), miembro 1 (SERPINA1l),

variante de transcrito 8, ARNm
TGGGCAGGAACTGGGCACTGTGCCCAGGGCATGCACTGCCTCCACGCAGCAACCCTCAGAGTCCTGAGCT
GAACCAAGAAGGAGGAGGGGGTCGGGCCTCCGAGGAAGGCCTAGCCGCTGCTGCTGCCAGGAATTCCAGG
TTGGAGGGGCGGCAACCTCCTGCCAGCCTTCAGGCCACTCTCCTGTGCCTGCCAGAAGAGACAGAGCTTG
AGGAGAGCTTGAGGAGAGCAGGAAAGGGCGGCAGTAAGTCTTCAGCATCAGGCATTTTGGGGTGACTCAG
TAAATGGTAGATCTTGCTACCAGTGGAACAGCCACTAAGGATTCTGCAGTGAGAGCAGAGGGCCAGCTAA
GTGGTACTCTCCCAGAGACTGTCTGACTCACGCCACCCCCTCCACCTTGGACACAGGACGCTGTGGTTTC
TGAGCCAGCCTCCCCCGTTGCCCCTCTGGATCCACTGCTTAAATACGGACGAGGACAGGGCCCTGTCTCC
TCAGCTTCAGGCACCACCACTGACCTGGGACAGTGAATCGACAATGCCGTCTTCTGTCTCGTGGGGCATC
CTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTGAGGATCCCCAGGGAGATGCTGCCC
AGAAGACAGATACATCCCACCATGATCAGGATCACCCAACCTTCAACAAGATCACCCCCAACCTGGCTGA
GTTCGCCTTCAGCCTATACCGCCAGCTGGCACACCAGTCCAACAGCACCAATATCTTCTTCTCCCCAGTG
AGCATCGCTACAGCCTTTGCAATGCTCTCCCTGGGGACCAAGGCTGACACTCACGATGAAATCCTGGAGG
GCCTGAATTTCAACCTCACGGAGATTCCGGAGGCTCAGATCCATGAAGGCTTCCAGGAACTCCTCCGTAC
CCTCAACCAGCCAGACAGCCAGCTCCAGCTGACCACCGGCAATGGCCTGTTCCTCAGCGAGGGCCTGAAG
CTAGTGGATAAGTTTTTGGAGGATGTTAAARAGTTGTACCACTCAGAAGCCTTCACTGTCAACTTCGGGG
ACACCGAAGAGGCCAAGAAACAGATCAACGATTACGTGGAGAAGGGTACTCAAGGGAAAATTGTGGATTT
GGTCAAGGAGCTTGACAGAGACACAGTTTTTIGCTCTGGTGAATTACATCTTCTTTAAAGGCAAATGGGAG
AGACCCTTTGAAGTCAAGGACACCGAGGAAGAGGACTTCCACGTGGACCAGGTGACCACCGTGAAGGTGC
CTATGATGAAGCGTTTAGGCATGTTTAACATCCAGCACTGTAAGAAGCTGTCCAGCTGGGTGCTGCTGAT
GAAATACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCCTGATGAGGGGAAACTACAGCACCTGGAAAAT
GAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAATGAAGACAGAAGGTCTGCCAGCTTACATTTAC
CCAAACTGTCCATTACTGGAACCTATGATCTGAAGAGCGTCCTGGGTCAACTGGGCATCACTAAGGTCTT
CAGCAATGGGGCTGACCTCTCCGGGGTCACAGAGGAGGCACCCCTGAAGCTCTCCAAGGCCGTGCATAAG
GCTGTGCTGACCATCGACGAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGGGGCCATGTTTTTAGAGGCCATACCCATGT
CTATCCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAAACCCTTTGTCTTCTTAATGATTGAACAAAATACCAAGTCTCC
CCTCTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCACCCAAAAATAACTGCCTCTCGCTCCTCAACCCCTCCCCTCC
ATCCCTGGCCCCCTCCCTGGATGACATTAAAGAAGGGTTGAGCTGGTCCCTGCCTGCATGTGACTGTAAA
TCCCTCCCATGTTTTCTCTGAGTCTCCCTTTGCCTGCTGAGGCTGTATGTGGGCTCCAGGTAACAGTGCT
GTCTTCGGGCCCCCTGAACTGTGTTCATGGAGCATCTGGCTGGGTAGGCACATGCTGGGCTTGAATCCAG
GGGGGACTGAATCCTCAGCTTACGGACCTGGGCCCATCTGTTTCTGGAGGGCTCCAGTCTTCCTTGTCCT
GTCTTGGAGTCCCCAAGAAGGAATCACAGGGGAGGAACCAGATACCAGCCATGACCCCAGGCTCCACCAA
GCATCTTCATGTCCCCCTGCTCATCCCCCACTCCCCCCCACCCAGAGTTGCTCATCCTGCCAGGGCTGGC
TGTGCCCACCCCAAGGCTGCCCTCCTGGGGGCCCCAGAACTGCCTGATCGTGCCGTGGCCCAGTTTTGTG
GCATCTGCAGCAACACAAGAGAGAGGACAATGTCCTCCTCTTGACCCGCTGTCACCTAACCAGACTCGGG
CCCTGCACCTCTCAGGCACTTCTGGAAAATGACTGAGGCAGATTCTTCCTGAAGCCCATTCTCCATGGGG
CAACAAGGACACCTATTCTGTCCTTGTCCTTCCATCGCTGCCCCAGAAAGCCTCACATATCTCCGTITTAG
AATCAGGTCCCTTCTCCCCAGATGAAGAGGAGGGTCTCTGCTTTGTTTTCTCTATCTCCTCCTCAGACTT
GACCAGGCCCAGCAGGCCCCAGAAGACCATTACCCTATATCCCTTCTCCTCCCTAGTCACATGGCCATAG
GCCTGCTGATGGCTCAGGAAGGCCATTGCAAGGACTCCTCAGCTATGGGAGAGGAAGCACATCACCCATT
GACCCCCGCAACCCCTCCCTTTCCTCCTCTGAGTCCCGACTGGGGCCACATGCAGCCTGACTTCTTTGTG
CCTGTTGCTGTCCCTGCAGTCTTCAGAGGGCCACCGCAGCTCCAGTGCCACGGCAGGAGGCTGTTCCTGA
ATAGCCCCTGTGGTAAGGGCCAGGAGAGTCCTTCCATCCTCCAAGGCCCTGCTAAAGGACACAGCAGCCA
GGAAGTCCCCTGGGCCCCTAGCTGAAGGACAGCCTGCTCCCTCCGTCTCTACCAGGAATGGCCTTGTCCT
ATGGAAGGCACTGCCCCATCCCAAACTAATCTAGGAATCACTGTCTAACCACTCACTGTCATGAATGTGT
ACTTAAAGGATGAGGTTGAGTCATACCAAATAGTGATTTCGATAGTTCAAAATGGTGAAATTAGCAATTC
TACATGATTCAGTCTAATCAATGGATACCGACTGTTTCCCACACAAGTCTCCTGTTICTCTTAAGCTTACT
CACTGACAGCCTTTCACTCTCCACAAATACATTAAAGATATGGCCATCACCAAGCCCCCTAGGATGACAC
CAGACCTGAGAGTCTGAAGACCTGGATCCAAGTTCTGACTTTTCCCCCTGACAGCTGTGTGACCTTCGTG
AAGTCGCCAAACCTCTCTGAGCCCCAGTCATTGCTAGTAAGACCTGCCTTTGAGTTGGTATGATGTTCAA
GTTAGATAACAAAATGTTTATACCCATTAGAACAGAGAATAAATAGAACTACATTTCTTGCA

Figura 8H
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ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:9

>g1]189163537|ref |[NM_001127705.1| Inhibidor de serpina peptidasa de Homo sapiens,
clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina), miembro 1 (SERPINAL),

variante de transcrito 9, ARNm
TGGGCAGGAACTGGGCACTGTGCCCAGGGCATGCACTGCCTCCACGCAGCAACCCTCAGAGTCCTGAGCT
GAACCAAGAAGGAGGAGGGGGTCGGGCCTCCGAGGAAGGCCTAGCCGCTGCTGCTGCCAGGAATTCCAGG
TTGGAGGGGCGGCAACCTCCTGCCAGCCTTCAGGCCACTCTCCTGTGCCTGCCAGAAGAGACAGAGCTTG
AGGAGAGCTTGAGGAGAGCAGGAAAGGGCGGCAGTAAGTCTTCAGCATCAGGCATTTTGGGGTGACTCAG
TAAATGGTAGATCTTGCTACCAGTGGAACAGCCACTAAGGATTCTGCAGTGAGAGCAGAGGGCCAGCTAA
GTGGTACTCTCCCAGAGACTGTCTGACTCACGCCACCCCCTCCACCTTGGACACAGGACGCTGTGGTTTC
TGAGCCAGGTACAATGACTCCTTTCGCCTCCCCCGTTGCCCCTCTGGATCCACTGCTTAAATACGGACGA
GGACAGGGCCCTGTCTCCTCAGCTTCAGGCACCACCACTGACCTGGGACAGTGAATCGACAATGCCGTCT
TCTGTCTCGTGGGGCATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTGAGGATC
CCCAGGGAGATGCTGCCCAGAAGACAGATACATCCCACCATGATCAGGATCACCCAACCTTCAACAAGAT
CACCCCCAACCTGGCTGAGTTCGCCTTCAGCCTATACCGCCAGCTGGCACACCAGTCCAACAGCACCAAT
ATCTTCTTCTCCCCAGTGAGCATCGCTACAGCCTTTGCAATGCTCTCCCTGGGGACCAAGGCTGACACTC
ACGATGAAATCCTGGAGGGCCTGAATTTCAACCTCACGGAGATTCCGGAGGCTCAGATCCATGAAGGCTT
CCAGGAACTCCTCCGTACCCTCAACCAGCCAGACAGCCAGCTCCAGCTGACCACCGGCAATGGCCTGTTC
CTCAGCGAGGGCCTGAAGCTAGTGGATAAGTTTTTGGAGGATGTTAAAAAGTTGTACCACTCAGAAGCCT
TCACTGTCAACTTCGGGGACACCGAAGAGGCCAAGAAACAGATCAACGATTACGTGGAGAAGGGTACTCA
AGGGAAAATTGTGGATTTGGTCAAGGAGCTTGACAGAGACACAGTTTTTGCTCTGGTGAATTACATCTTC
TTTAAAGGCAAATGGGAGAGACCCTTTGAAGTCAAGGACACCGAGGAAGAGGACTTCCACGTGGACCAGG
TGACCACCGTGAAGGTGCCTATGATGAAGCGTTTAGGCATGTTTAACATCCAGCACTGTAAGAAGCTGTC
CAGCTGGGTGCTGCTGATGAAATACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCCTGATGAGGGGAAA
CTACAGCACCTGGAAAATGAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAATGAAGACAGAAGGT
CTGCCAGCTTACATTTACCCAAACTGTCCATTACTGGAACCTATGATCTGAAGAGCGTCCTGGGTCAACT
GGGCATCACTAAGGTCTTCAGCAATGGGGCTGACCTCTCCGGGGTCACAGAGGAGGCACCCCTGAAGCTC
TCCAAGGCCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGACGAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGGGGCCATGTTTT
TAGAGGCCATACCCATGTCTATCCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAAACCCTTITGTCTTCTTAATGATTGA
ACAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCACCCAAAAATAACTGCCTCTCGCT
CCTCAACCCCTCCCCTCCATCCCTGGCCCCCTCCCTGGATGACATTAAAGAAGGGTTGAGCTGGTCCCTG
CCTGCATGTGACTGTAAATCCCTCCCATGTTTTCTCTGAGTCTCCCTTTGCCTGCTGAGGCTGTATGTGG
GCTCCAGGTAACAGTGCTGTCTTCGGGCCCCCTGAACTGTGTTCATGGAGCATCTGGCTGGGTAGGCACA
TGCTGGGCTTGAATCCAGGGGGGACTGAATCCTCAGCTTACGGACCTGGGCCCATCTGTTTCTGGAGGGC
TCCAGTCTTCCTTGTCCTGTCTTGGAGTCCCCAAGAAGGAATCACAGGGGAGGAACCAGATACCAGCCAT
GACCCCAGGCTCCACCAAGCATCTTCATGTCCCCCTGCTCATCCCCCACTCCCCCCCACCCAGAGTTGCT
CATCCTGCCAGGGCTGGCTGTGCCCACCCCAAGGCTGCCCTCCTGGGGGCCCCAGAACTGCCTGATCGTG
CCGTGGCCCAGTTTTGTGGCATCTGCAGCAACACAAGAGAGAGGACAATGTCCTCCTCTTGACCCGCTGT
CACCTAACCAGACTCGGGCCCTGCACCTCTCAGGCACTTCTGGAAAATGACTGAGGCAGATTCTTCCTGA
AGCCCATTCTCCATGGGGCAACAAGGACACCTATTCTGTCCTTGTCCTTCCATCGCTGCCCCAGAAAGCC
TCACATATCTCCGTTTAGAATCAGGTCCCTTCTCCCCAGATGAAGAGGAGGGTCTCTGCTTTGTTTTCTC
TATCTCCTCCTCAGACTTGACCAGGCCCAGCAGGCCCCAGAAGACCATTACCCTATATCCCTTCTCCTCC
CTAGTCACATGGCCATAGGCCTGCTGATGGCTCAGGAAGGCCATTGCAAGGACTCCTCAGCTATGGGAGA
GGAAGCACATCACCCATTGACCCCCGCAACCCCTCCCTTTCCTCCTCTGAGTCCCGACTGGGGCCACATG
CAGCCTGACTTCTTTGTGCCTGTTGCTGTCCCTGCAGTCTTCAGAGGGCCACCGCAGCTCCAGTGCCACG
GCAGGAGGCTGTTCCTGAATAGCCCCTGTGGTAAGGGCCAGGAGAGTCCTTCCATCCTCCAAGGCCCTGC
TAAAGGACACAGCAGCCAGGAAGTCCCCTGGGCCCCTAGCTGAAGGACAGCCTGCTCCCTCCGTCTCTAC
CAGGAATGGCCTTGTCCTATGGAAGGCACTGCCCCATCCCAAACTAATCTAGGAATCACTGTCTAACCAC
TCACTGTCATGAATGTGTACTTAAAGGATGAGGTTGAGTCATACCAAATAGTGATTTCGATAGTTCAAAA
TGGTGAAATTAGCAATTCTACATGATTCAGTCTAATCAATGGATACCGACTGTTTCCCACACAAGTCTCC
TGTTCTCTTAAGCTTACTCACTGACAGCCTTTCACTCTCCACAAATACATTAAAGATATGGCCATCACCA
AGCCCCCTAGGATGACACCAGACCTGAGAGTCTGAAGACCTGGATCCAAGTTCTGACTTTTCCCCCTGAC
AGCTGTGTGACCTTCGTGAAGTCGCCAAACCTCTCTGAGCCCCAGTCATTGCTAGTAAGACCTGCCTTTG
AGTTGGTATGATGTTCAAGTTAGATAACAAAATGTTTATACCCATTAGAACAGAGAATAAATAGAACTAC
ATTTCTTGCA

Figura 8l
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ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:10

>g1]189163539|ref [NM_001127706.1| Inhibidor de serpina peptidasa de Homo sapiens,
clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina), miembro 1 (SERPINAL),

variante de transcrito 10, ARNm
TGGGCAGGAACTGGGCACTGTGCCCAGGGCATGCACTGCCTCCACGCAGCAACCCTCAGAGTCCTGAGCT
GAACCAAGAAGGAGGAGGGGGTCGGGCCTCCGAGGAAGGCCTAGCCGCTGCTGCTGCCAGGAATTCCAGG
TTGGAGGGGCGGCAACCTCCTGCCAGCCTTCAGGCCACTCTCCTGTGCCTGCCAGAAGAGACAGAGCTTG
AGGAGAGCTTGAGGAGAGCAGGAAAGCAGCCTCCCCCGTTGCCCCTCTGGATCCACTGCTTAAATACGGA
CGAGGACAGGGCCCTGTCTCCTCAGCTTCAGGCACCACCACTGACCTGGGACAGTGAATCGACAATGCCG
TCTTCTGTCTCGTGGGGCATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTGAGG
ATCCCCAGGGAGATGCTGCCCAGAAGACAGATACATCCCACCATGATCAGGATCACCCAACCTTCAACAA
GATCACCCCCAACCTGGCTGAGTTCGCCTTCAGCCTATACCGCCAGCTGGCACACCAGTCCAACAGCACC
AATATCTTCTTCTCCCCAGTGAGCATCGCTACAGCCTTTGCAATGCTCTCCCTGGGGACCAAGGCTGACA
CTCACGATGAAATCCTGGAGGGCCTGAATTTCAACCTCACGGAGATTCCGGAGGCTCAGATCCATGAAGG
CTTCCAGGAACTCCTCCGTACCCTCAACCAGCCAGACAGCCAGCTCCAGCTGACCACCGGCAATGGCCTG
TTCCTCAGCGAGGGCCTGAAGCTAGTGGATAAGTTTTTGGAGGATGTTAAAAAGTTGTACCACTCAGAAG
CCTTCACTGTCAACTTCGGGGACACCGAAGAGGCCAAGAAACAGATCAACGATTACGTGGAGAAGGGTAC
TCAAGGGAAAATTGTGGATTTGGTCAAGGAGCTTGACAGAGACACAGTTTTTGCTCTGGTGAATTACATC
TTCTTTAAAGGCAAATGGGAGAGACCCTTTGAAGTCAAGGACACCGAGGAAGAGGACTTCCACGTGGACC
AGGTGACCACCGTGAAGGTGCCTATGATGAAGCGTTTAGGCATGTTTAACATCCAGCACTGTAAGAAGCT
GTCCAGCTGGGTGCTGCTGATGAAATACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCCTGATGAGGGG
AAACTACAGCACCTGGAAAATGAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAATGAAGACAGAA
GGTCTGCCAGCTTACATTTACCCAAACTGTCCATTACTGGAACCTATGATCTGAAGAGCGTCCTGGGTCA
ACTGGGCATCACTAAGGTCTTCAGCAATGGGGCTGACCTCTCCGGGGTCACAGAGGAGGCACCCCTGAAG
CTCTCCAAGGCCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGACGAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGGGGCCATGT
TTTTAGAGGCCATACCCATGTCTATCCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAAACCCTTTGTCTTCTTAATGAT
TGAACAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCACCCAAAAATAACTGCCTCTC
GCTCCTCAACCCCTCCCCTCCATCCCTGGCCCCCTCCCTGGATGACATTARAGAAGGGTTGAGCTGGTCC
CTGCCTGCATGTGACTGTAAATCCCTCCCATGTTTTCTCTGAGTCTCCCTTTGCCTGCTGAGGCTGTATG
TGGGCTCCAGGTAACAGTGCTGTCTTCGGGCCCCCTGAACTGTGTTCATGGAGCATCTGGCTGGGTAGGC
ACATGCTGGGCTTGAATCCAGGGGGGACTGAATCCTCAGCTTACGGACCTGGGCCCATCTGTTTCTGGAG
GGCTCCAGTCTTCCTTGTCCTGTCTTGGAGTCCCCAAGAAGGAATCACAGGGGAGGAACCAGATACCAGC
CATGACCCCAGGCTCCACCAAGCATCTTCATGTCCCCCTGCTCATCCCCCACTCCCCCCCACCCAGAGTT
GCTCATCCTGCCAGGGCTGGCTGTGCCCACCCCAAGGCTGCCCTCCTGGGGGCCCCAGAACTGCCTGATC
GTGCCGTGGCCCAGTTTTGTGGCATCTGCAGCAACACAAGAGAGAGGACAATGTCCTCCTCTTGACCCGC
TGTCACCTAACCAGACTCGGGCCCTGCACCTCTCAGGCACTTCTGGAAAATGACTGAGGCAGATTCTTICC
TGAAGCCCATTCTCCATGGGGCAACAAGGACACCTATTCTGTCCTTGTCCTTCCATCGCTGCCCCAGAAA
GCCTCACATATCTCCGTTTAGAATCAGGTCCCTTCTCCCCAGATGAAGAGGAGGGTCTCTGCTTTGTTTT
CTCTATCTCCTCCTCAGACTTGACCAGGCCCAGCAGGCCCCAGAAGACCATTACCCTATATCCCTTICTCC
TCCCTAGTCACATGGCCATAGGCCTGCTGATGGCTCAGGAAGGCCATTGCAAGGACTCCTCAGCTATGGG
AGAGGAAGCACATCACCCATTGACCCCCGCAACCCCTCCCTTTCCTCCTCTGAGTCCCGACTGGGGCCAC
ATGCAGCCTGACTTCTTTGTGCCTGTTGCTGTCCCTGCAGTCTTCAGAGGGCCACCGCAGCTCCAGTGCC
ACGGCAGGAGGCTGTTCCTGAATAGCCCCTGTGGTAAGGGCCAGGAGAGTCCTTCCATCCTCCAAGGCCC
TGCTAAAGGACACAGCAGCCAGGAAGTCCCCTGGGCCCCTAGCTGAAGGACAGCCTGCTCCCTCCGTICTC
TACCAGGAATGGCCTTGTCCTATGGAAGGCACTGCCCCATCCCAAACTAATCTAGGAATCACTGTCTAAC
CACTCACTGTCATGAATGTGTACTTAAAGGATGAGGTTGAGTCATACCAAATAGTGATTTCGATAGTTCA
AAATGGTGAAATTAGCAATTCTACATGATTCAGTCTAATCAATGGATACCGACTGTTTCCCACACAAGTC
TCCTGTTCTCTTAAGCTTACTCACTGACAGCCTTTCACTCTCCACAAATACATTAAAGATATGGCCATCA
CCAAGCCCCCTAGGATGACACCAGACCTGAGAGTCTGAAGACCTGGATCCAAGTTCTGACTTTTCCCCCT
GACAGCTGTGTGACCTTCGTGAAGTCGCCAAACCTCTCTGAGCCCCAGTCATTGCTAGTAAGACCTGCCT
TTGAGTTGGTATGATGTTCAAGTTAGATAACAAAATGTTTATACCCATTAGAACAGAGAATAAATAGAAC
TACATTTCTTGCA

Figura 8J

286



ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:11

>g1]189163541 |ref |[NM_001127707.1| Inhibidor de serpina peptidasa de Homo sapiens,
clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina), miembro 1 (SERPINAL),

variante de transcrito 11, ARNm
TGGGCAGGAACTGGGCACTGTGCCCAGGGCATGCACTGCCTCCACGCAGCAACCCTCAGAGTCCTGAGCT
GAACCAAGAAGGAGGAGGGGGTCGGGCCTCCGAGGAAGGCCTAGCCGCTGCTGCTGCCAGGAATTCCAGG
TTGGAGGGGCGGCAACCTCCTGCCAGCCTTCAGGCCACTCTCCTGTGCCTGCCAGAAGAGACAGAGCTTG
AGGAGAGCTTGAGGAGAGCAGGAAAGCCTCCCCCGTTGCCCCTCTGGATCCACTGCTTAAATACGGACGA
GGACAGGGCCCTGTCTCCTCAGCTTCAGGCACCACCACTGACCTGGGACAGTGAATCGACAATGCCGTCT
TCTGTCTCGTGGGGCATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTGAGGATC
CCCAGGGAGATGCTGCCCAGAAGACAGATACATCCCACCATGATCAGGATCACCCAACCTTCAACAAGAT
CACCCCCAACCTGGCTGAGTTCGCCTTCAGCCTATACCGCCAGCTGGCACACCAGTCCAACAGCACCAAT
ATCTTCTTCTCCCCAGTGAGCATCGCTACAGCCTTTGCAATGCTCTCCCTGGGGACCAAGGCTGACACTC
ACGATGAAATCCTGGAGGGCCTGAATTTCAACCTCACGGAGATTCCGGAGGCTCAGATCCATGAAGGCTT
CCAGGAACTCCTCCGTACCCTCAACCAGCCAGACAGCCAGCTCCAGCTGACCACCGGCAATGGCCTGTTC
CTCAGCGAGGGCCTGAAGCTAGTGGATAAGTTTTTGGAGGATGTTAAAAAGTTGTACCACTCAGAAGCCT
TCACTGTCAACTTCGGGGACACCGAAGAGGCCAAGAAACAGATCAACGATTACGTGGAGAAGGGTACTCA
AGGGAAAATTGTGGATTTGGTCAAGGAGCTTGACAGAGACACAGTTTTTIGCTCTGGTGAATTACATCTTC
TTTAAAGGCAAATGGGAGAGACCCTTTGAAGTCAAGGACACCGAGGAAGAGGACTTCCACGTGGACCAGG
TGACCACCGTGAAGGTGCCTATGATGAAGCGTTTAGGCATGTTTAACATCCAGCACTGTAAGAAGCTGTC
CAGCTGGGTGCTGCTGATGAAATACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCCTGATGAGGGGAAA
CTACAGCACCTGGAAAATGAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAATGAAGACAGAAGGT
CTGCCAGCTTACATTTACCCAAACTGTCCATTACTGGAACCTATGATCTGAAGAGCGTCCTGGGTCAACT
GGGCATCACTAAGGTCTTCAGCAATGGGGCTGACCTCTCCGGGGTCACAGAGGAGGCACCCCTGAAGCTC
TCCAAGGCCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGACGAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGGGGCCATGTTTT
TAGAGGCCATACCCATGTCTATCCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAAACCCTTTGTCTTCTTAATGATTGA
ACAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCACCCAAAAATAACTGCCTCTCGCT
CCTCAACCCCTCCCCTCCATCCCTGGCCCCCTCCCTGGATGACATTAAAGAAGGGTTGAGCTGGTCCCTG
CCTGCATGTGACTGTAAATCCCTCCCATGTTTTCTCTGAGTCTCCCTTTGCCTGCTGAGGCTGTATGTGG
GCTCCAGGTAACAGTGCTGTCTTCGGGCCCCCTGAACTGTGTTCATGGAGCATCTGGCTGGGTAGGCACA
TGCTGGGCTTGAATCCAGGGGGGACTGAATCCTCAGCTTACGGACCTGGGCCCATCTGTTTCTGGAGGGC
TCCAGTCTTCCTTGTCCTGTCTTGGAGTCCCCAAGAAGGAATCACAGGGGAGGAACCAGATACCAGCCAT
GACCCCAGGCTCCACCAAGCATCTTCATGTCCCCCTGCTCATCCCCCACTCCCCCCCACCCAGAGTTGCT
CATCCTGCCAGGGCTGGCTGTGCCCACCCCAAGGCTGCCCTCCTGGGGGCCCCAGAACTGCCTGATCGTG
CCGTGGCCCAGTTTTGTGGCATCTGCAGCAACACAAGAGAGAGGACAATGTCCTCCTCTTGACCCGCTGT
CACCTAACCAGACTCGGGCCCTGCACCTCTCAGGCACTTCTGGAAAATGACTGAGGCAGATTCTTCCTGA
AGCCCATTCTCCATGGGGCAACAAGGACACCTATTCTGTCCTTGTCCTTCCATCGCTGCCCCAGAAAGCC
TCACATATCTCCGTTTAGAATCAGGTCCCTTCTCCCCAGATGAAGAGGAGGGTCTCTGCTTTGTTTTCTC
TATCTCCTCCTCAGACTTGACCAGGCCCAGCAGGCCCCAGAAGACCATTACCCTATATCCCTTCTCCTCC
CTAGTCACATGGCCATAGGCCTGCTGATGGCTCAGGAAGGCCATTGCAAGGACTCCTCAGCTATGGGAGA
GGAAGCACATCACCCATTGACCCCCGCAACCCCTCCCTTTCCTCCTCTGAGTCCCGACTGGGGCCACATG
CAGCCTGACTTCTTTGTGCCTGTTGCTGTCCCTGCAGTCTTCAGAGGGCCACCGCAGCTCCAGTGCCACG
GCAGGAGGCTGTTCCTGAATAGCCCCTGTGGTAAGGGCCAGGAGAGTCCTTCCATCCTCCAAGGCCCTGC
TAAAGGACACAGCAGCCAGGAAGTCCCCTGGGCCCCTAGCTGAAGGACAGCCTGCTCCCTCCGTCTICTAC
CAGGAATGGCCTTGTCCTATGGAAGGCACTGCCCCATCCCAAACTAATCTAGGAATCACTGTCTAACCAC
TCACTGTCATGAATGTGTACTTAAAGGATGAGGTTGAGTCATACCAAATAGTGATTTCGATAGTTCAAAA
TGGTGAAATTAGCAATTCTACATGATTCAGTCTAATCAATGGATACCGACTGTTTCCCACACAAGTCTCC
TGTTCTCTTAAGCTTACTCACTGACAGCCTTTCACTCTCCACAAATACATTAAAGATATGGCCATCACCA
AGCCCCCTAGGATGACACCAGACCTGAGAGTCTGAAGACCTGGATCCAAGTTCTGACTTTTCCCCCTGAC
AGCTGTGTGACCTTCGTGAAGTCGCCAAACCTCTCTGAGCCCCAGTCATTGCTAGTAAGACCTGCCTTTG
AGTTGGTATGATGTTCAAGTTAGATAACAAAATGTTTATACCCATTAGAACAGAGAATAAATAGAACTAC
ATTTCTTGCA

Figura 8K
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ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:12

>gi|402766667|ref|NM 001266017.2| Inhibidor de serpina peptidasa de
Macaca mulatta, clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina), miembro
1, (SERPINA1), ARNm
CAGGACAATGCCATCTTCTGTCTCATGGGGCGTCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGCTCCCCGGC
TCTCTGGCTGAGGATCCCCAGGGAGATGCTGCCCAGAAGACGGATACATCCCACCATGATCAGGACCACC
CAACCCTCAACAAGATCACCCCCAGCCTGGCTGAGTTCGGCTTCAGCCTATACCGCCAGCTGGCACACCA
GTCCAACAGCACCAATATCTITCTTCTCCCCAGTGAGCATCGCTACAGCCTTTGCAATGCTCTCCCTGGGG
ACCAAGGCTGACACTCACAGTGAARATCCTGGAGGGCCTGAATTTCAACGTCACGGAGATTCCGGAGGCTC
AGGTCCATGAAGGCTTCCAGGAACTCCTCCATACCCTCAACAAGCCAGACAGCCAGCTCCAGCTGACCAC
CGGCAACGGCCTGTTCCTCAACAAGAGCCTGAAGGTAGTGGATAAGTTTTTGGAGGATGTCAAAAAACTG
TACCACTCAGAAGCCTTCTCTGTCAACTTTGAGGACACCGAAGAGGCCAAGAAACAGATCAACAATTACG
TGGAGAAGGAAACTCAAGGGAAAATTGTGGATTTGGTCAAGGAGCTTGACAGAGACACAGTTTTTIGCTCT
GGTGAATTACATCTTCTTTAAAGGCARATGGGAGAGACCCTTTGACGTTGAGGCCACCAAGGAAGAGGAC
TTCCACGTGGACCAGGCGACCACCGTGAAGGTGCCCATGATGAGGCGTTTAGGCATGTTTAACATCTACC
ACTGTGAGAAGCTGTCCAGCTGGGTGCTGCTGATGAAATACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCT
GCCTGATGAGGGGAAACTGCAGCACCTGGAAAATGAACTCACCCATGATATCATCACCAAGTTCCTGGAA
AATGAAAACAGCAGGTCTGCCAACTTACATTTACCCAGACTGGCCATTACTGGAACCTATGATCTGAAGA
CAGTCCTGGGCCACCTGGGTATCACTAAGGTCTTCAGCAATGGGGCTGACCTCTCGGGGATCACGGAGGA
GGCACCCCTGAAGCTCTCCAAGGCCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGATGAGAAAGGGACTGAAGCT
GCTGGGGCCATGTTTTTAGAGGCCATACCCATGTCTATTCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACARACCCTTTG
TCTTCTTAATGATTGAACAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCACCCAGAA
ATAACTGCCTGTCACTCCTCAGCCCCTCCCCTCCATCCCTGGCCCCCTCCCTGAATGACAT

Figura 8L
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ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:13

>gi 297298519 |ref|XM 001099255.2 | PREDICHO: Inhibidor de serpina peptidasa
de Macaca mulatta, clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina), miembro
1, variante de transcrito 6 (SERPINA1l), ARNm
GCCCAGTCTTGTGTCTGCCTGGCAATGGGCAAGGCCCCTTCCTGCCCAAGCTCCCCGCCCCTCCCCAACC
TATTGCCTCCGCCACCCGCCACCCGAGGCCAACTTCCTGGGTGGGCAGGAACTGGGCCCTGTGCCCAGGG
CGTGCACTGCCTCCACGCAGCAACCCTCAGAGTACTGAGCTGAGCAAAGGAGGAGGAGGGGATCAGCACT
CTGAGGAAGGCCTAGCCACTGCTGCTGCCAGGAATTCCAGGGCGGCATCAGTCTTCAGCATCAGGCATTT
CGGGGTGAATTAGTAAATGGTAGATCTTGCTACCAGTGGAACAGCCGCTAAGGATTCTGCAGTGAGAGCA
GAGGGCCAGCAAAGTGGTACTCTCCCAGCGACTGGCTGACTCACGCCACCCCCTCCACCTTGGACGCAGG
ACACTGTGGTTTCTGAGCCAGGTACAATGACTCCTTTTGGTACGTGCAGTGGAGGCTGTATGCTGCTCAG
GCAGAGCGTCCGGACAGCGTGGGCGGGCGACTCAGCGCCCAGCCTGTGAACTTAGTCCCTGTTTGCTCCT
CCGGTAACTGGGGTGATCTTGGTTAATATTCACCAGCAGCCTCCCCCGTTGCCCCTCTGCACCCACTGCT
TAAATACGGACAAGGACAGGGCTCTGTCTCCTCAGCCTCAGGCACCACCACTGACCTGGGACGGTGAATC
GACAATGCCATCTTCTGTCTCATGGGGCGTCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGCTCCCCGGCTCT
CTGGCTGAGGATCCCCAGGGAGATGCTGCCCAGAAGACGGATACATCCCACCATGATCAGGACCACCCAA
CCCTCAACAAGATCACCCCCAGCCTGGCTGAGTTCGGCTTCAGCCTATACCGCCAGCTGGCACACCAGTC
CAACAGCACCAATATCTTCTTCTCCCCAGTGAGCATCGCTACAGCCTTTGCAATGCTCTCCCTGGGGACC
AAGGCTGACACTCACAGTGARATCCTGGAGGGCCTGAATTTCAACGTCACGGAGATTCCGGAGGCTCAGG
TCCATGAAGGCTTCCAGGAACTCCTCCATACCCTCAACAAGCCAGACAGCCAGCTCCAGCTGACCACCGG
CAACGGCCTGTTCCTCAACAAGAGCCTGAAGGTAGTGGATAAGTTTTTGGAGGATGTCAAAAAACTGTAC
CACTCAGAAGCCTTCTCTGTCAACTTTGAGGACACCGAAGAGGCCAAGAAACAGATCAACAATTACGTGG
AGAAGGAAACTCAAGGGAAAATTGTGGATTTGGTCAAGGAGCTTGACAGAGACACAGTTTTTGCTCTGGT
GAATTACATCTTCTTTAARAGGCARATGGGAGAGACCCTTTGACGTTGAGGCCACCAAGGAAGAGGACTTC
CACGTGGACCAGGCGACCACCGTGAAGGTGCCCATGATGAGGCGTTTAGGCATGTTTAACATCTACCACT
GTGAGAAGCTGTCCAGCTGGGTGCTGCTGATGAAATACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCC
TGATGAGGGGAAACTGCAGCACCTGGAAAATGAACTCACCCATGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAAT
GAAAACAGCAGGTCTGCCAACTTACATTTACCCAGACTGGCCATTACTGGAACCTATGATCTGAAGACAG
TCCTGGGCCACCTGGGTATCACTAAGGTCTTCAGCAATGGGGCTGACCTCTCGGGGATCACGGAGGAGGC
ACCCCTGAAGCTCTCCAAGGCCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGATGAGAAAGGGACTGAAGCTGCT
GGGGCCATGTTTTTAGAGGCCATACCCATGTCTATTCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAAACCCTTTGTCT
TCTTAATGATTGAACAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCACCCAGAAATA
ACTGCCTGTCACTCCTCAGCCCCTCCCCTCCATCCCTGGCCCCCTCCCTGAATGACATTAAAGAAGGGTT
GAGCTGGTCCCTGCCTGCGTGTGTGACTGCAAAC

Figura 8M
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ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:14

>gi|297298520|ref|XM 001099044.2|PREDICHO: Inhibidor de serpina peptidasa
de Macaca mulatta, clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina), miembro
1, variante de transcrito 4 (SERPINA1l), ARNm
TCTTGTGTICTGCCTGGCAATGGGCAAGGCCCCTTCCTGCCCAAGCTCCCCGCCCCTCCCCAACCTATTGC
CTCCGCCACCCGCCACCCGAGGCCAACTTCCTGGGTGGGCAGGAACTGGGCCCTGTGCCCAGGGCGTGCA
CTGCCTCCACGCAGCAACCCTCAGAGTACTGAGCTGAGCAAAGGAGGAGGAGGGGATCAGCACTCTGAGG
AAGGCCTAGCCACTGCTGCTGCCAGGAATTCCAGGACAATGCCATCTTCTGTCTCATGGGGCGTCCTCCT
GCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGCTCCCCGGCTCTCTGGCTGAGGATCCCCAGGGAGATGCTGCCCAGAAG
ACGGATACATCCCACCATGATCAGGACCACCCAACCCTCAACAAGATCACCCCCAGCCTGGCTGAGTTCG
GCTTCAGCCTATACCGCCAGCTGGCACACCAGTCCAACAGCACCAATATCTTICTTCTCCCCAGTGAGCAT
CGCTACAGCCTTTGCAATGCTCTCCCTGGGGACCAAGGCTGACACTCACAGTGAAATCCTGGAGGGCCTG
AATTTCAACGTCACGGAGATTCCGGAGGCTCAGGTCCATGAAGGCTTCCAGGAACTCCTCCATACCCTCA
ACAAGCCAGACAGCCAGCTCCAGCTGACCACCGGCAACGGCCTGTTCCTCAACAAGAGCCTGAAGGTAGT
GGATAAGTTTTTGGAGGATGTCAAAAAACTGTACCACTCAGAAGCCTTCTCTGTCAACTTTGAGGACACC
GAAGAGGCCAAGAAACAGATCAACAATTACGTGGAGAAGGAAACTCAAGGGAAAATTGTGGATTTGGTCA
AGGAGCTTGACAGAGACACAGTTTTTGCTCTGGTGAATTACATCTTCTTTAAAGGCAAATGGGAGAGACC
CTTTGACGTTGAGGCCACCAAGGAAGAGGACTTCCACGTGGACCAGGCGACCACCGTGAAGGTGCCCATG
ATGAGGCGTTTAGGCATGTTTAACATCTACCACTGTGAGAAGCTGTCCAGCTGGGTGCTGCTGATGAAAT
ACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCCTGATGAGGGGAAACTGCAGCACCTGGAAAATGAACT
CACCCATGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAATGAAAACAGCAGGTCTGCCAACTTACATTTACCCAGA
CTGGCCATTACTGGAACCTATGATCTGAAGACAGTCCTGGGCCACCTGGGTATCACTAAGGTCTTCAGCA
ATGGGGCTGACCTCTCGGGGATCACGGAGGAGGCACCCCTGAAGCTCTCCAAGGCCGTGCATAAGGCTGT
GCTGACCATCGATGAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGGGGCCATGTTTTTAGAGGCCATACCCATGTCTATT
CCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAAACCCTTTGTCTTCTTAATGATTGAACAAAATACCAAGTCTCCCCTCT
TCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCACCCAGAAATAACTGCCTGTCACTCCTCAGCCCCTCCCCTCCATCCC
TGGCCCCCTCCCTGAATGACATTAAAGAAGGGTTGAGCTGGTCCCTGCCTGCGTGTGTGACTGCAAAC

Figura 8N
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ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:15

Complemento inverso de SEQ ID NO: 1
TGCAAGAAATGTAGTTICTATTTATTCTCTGTTCTAATGGGTATAAACATTTTGTTATCTAACTTGAACATCATA
CCAACTCAAAGGCAGGTCTTACTAGCAATGACTGGGGCTCAGAGAGGTTTGGCGACTTCACGAAGGTCACACAG
CTGTCAGGGGGAAAAGTCAGAACTTGGATCCAGGTCTTCAGACTCTCAGGTCTGGTGTCATCCTAGGGGGCTTG
GTGATGGCCATATCTTTAATGTATTTGTGGAGAGTGAAAGGCTGTCAGTGAGTAAGCTTAAGAGAACAGGAGAC
TTGTGTGGGAAACAGTCGGTATCCATTGATTAGACTGAATCATGTAGAATTGCTAATTTCACCATTTTGAACTA
TCGARAATCACTATTTGGTATGACTCAACCTCATCCTTTAAGTACACATTCATGACAGTGAGTGGTTAGACAGTG
ATTCCTAGATTAGTTTGGGATGGGGCAGTGCCTTCCATAGGACAAGGCCATTCCTGGTAGAGACGGAGGGAGCA
GGCTGTCCTTCAGCTAGGGGCCCAGGGGACTTCCTGGCTGCTGTGTCCTTTAGCAGGGCCTTGGAGGATGGAAG
GACTCTCCTGGCCCTTACCACAGGGGCTATTCAGGAACAGCCTCCTGCCGTGGCACTGGAGCTGCGGTGGCCCT
CTGAAGACTGCAGGGACAGCAACAGGCACAAAGAAGT CAGGCTGCATGTGGCCCCAGTCGGGACTCAGAGGAGG
AAAGGGAGGGGTTGCGGGGGTCAATGGGTGATGTGCTTCCTCTCCCATAGCTGAGGAGTCCTTGCAATGGCCTT
CCTGAGCCATCAGCAGGCCTATGGCCATGTGACTAGGGAGGAGAAGGGATATAGGGTAATGGTCTTCTGGGGCC
TGCTGGGCCTGGTCAAGTCTGAGGAGGAGATAGAGAAAACAAAGCAGAGACCCTCCTCTTCATCTGGGGAGAAG
GGACCTGATTCTAAACGGAGATATGTGAGGCTTTCTGGGGCAGCGATGGAAGGACAAGGACAGAATAGGTGTCC
TTGTTGCCCCATGGAGAATGGGCTTCAGGAAGAATCTGCCTCAGTCATTTTCCAGAAGTGCCTGAGAGGTGCAG
GGCCCGAGTCTGGTTAGGTGACAGCGGGTCAAGAGGAGGACATTGTCCTCTCTCTTGTGTTGCTGCAGATGCCA
CAAAACTGGGCCACGGCACGATCAGGCAGTTCTGGGGCCCCCAGGAGGGCAGCCTTGGGGTGGGCACAGCCAGC
CCTGGCAGGATGAGCAACTCTGGGTGGGGGGGAGTGGGGGATGAGCAGGGGGACATGAAGATGCTTGGTGGAGC
CTGGGGTCATGGCTGGTATCTGGTTCCTCCCCTGTGATTCCTTCTTGGGGACTCCAAGACAGGACAAGGAAGAC
TGGAGCCCTCCAGAAACAGATGGGCCCAGGTCCGTAAGCTGAGGATTCAGTCCCCCCTGGATTCAAGCCCAGCA
TGTGCCTACCCAGCCAGATGCTCCATGAACACAGTTCAGGGGGCCCGAAGACAGCACTGTTACCTGGAGCCCAC
ATACAGCCTCAGCAGGCAAAGGGAGACTCAGAGAAAACATGGGAGGGATTTACAGTCACATGCAGGCAGGGACC
AGCTCAACCCTTCTTTAATGTCATCCAGGGAGGGGGCCAGGGATGGAGGGGAGGGGTTGAGGAGCGAGAGGCAG
TTATTTTTGGGTGGGATTCACCACTTTTCCCATGAAGAGGGGAGACTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAGAAGA
CAAAGGGTTTGTTGAACTTGACCTCGGGGGGGATAGACATGGGTATGGCCTCTARAAACATGGCCCCAGCAGCT
TCAGTCCCTTTCTCGTCGATGGTCAGCACAGCCTTATGCACGGCCTTGGAGAGCTTCAGGGGTGCCTCCTCTGT
GACCCCGGAGAGGTCAGCCCCATTGCTGAAGACCTTAGTGATGCCCAGTTGACCCAGGACGCTCTTCAGATCAT
AGGTTCCAGTAATGGACAGTTTIGGGTAAATGTAAGCTGGCAGACCTTCTGTCTTCATTTTCCAGGAACTTGGTG
ATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTTCCAGGTGCTGTAGTTTCCCCTCATCAGGCAGGAAGAAGATGGCGGTGGC
ATTGCCCAGGTATTTCATCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTTACAGTGCTGGATGTTARACATGCCTAAAC
GCTTCATCATAGGCACCTTCACGGTGGTCACCTGGTCCACGTGGAAGTCCTCTTCCTCGGTGTCCTTGACTTCA
AAGGGTCTCTCCCATTTGCCTTTAAAGAAGATGTAATTCACCAGAGCAAAAACTGTGTCTCTGTCAAGCTCCTT
GACCAAATCCACAATTTTCCCTTGAGTACCCTTCTCCACGTAATCGTTGATCTGTTTCTTGGCCTCTTCGGTGT
CCCCGAAGTTGACAGTGAAGGCTTCTGAGTGGTACAACTTTTTAACATCCTCCARAAACTTATCCACTAGCTTC
AGGCCCTCGCTGAGGAACAGGCCATTGCCGGTGGTCAGCTGGAGCTGGCTGTCTGGCTGGTTGAGGGTACGGAG
GAGTTCCTGGAAGCCTTCATGGATCTGAGCCTCCGGAATCTCCGTGAGGTTGAAATTCAGGCCCTCCAGGATTT
CATCGTGAGTGTCAGCCTTGGTCCCCAGGGAGAGCAT TGCAAAGGCTGTAGCGATGCTCACTGGGGAGAAGAAG
ATATTGGTGCTGTTGGACTGGTGTGCCAGCTGGCGGTATAGGCTGAAGGCGAACTCAGCCAGGTTGGGGGTGAT
CTTGTTGAAGGTTGGGTGATCCTGATCATGGTGGGATGTATCTGTCTTCTGGGCAGCATCTCCCTGGGGATCCT
CAGCCAGGGAGACAGGGACCAGGCAGCACAGGCCTGCCAGCAGGAGGATGCCCCACGAGACAGAAGACGGCATT
GTCGATTCACTGTCCCAGGTCAGTGGTGGTGCCTGAAGCTGAGGAGACAGGGCCCTGTCCTCGTCCGTATTTAA
GCAGTGGATCCAGAGGGGCAACGGGGGAGGCTGCTGGTGAATATTAACCAAGGTCACCCCAGTTATCGGAGGAG
CAAACAGGGGCTAAGTCCACTGGCTGGGATCTGAGTCGCCCGCCTACGCTGCCCGGACGCTTTGCCTGGGCAGT
GTACAGCTTCCACTGCACTTACCGAAAGGAGTCATTGT

Figura 80

291



ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:16

Complemento inverso de SEQ ID NO: 2
TGCAAGAAATGTAGTTCTATTTATTCTCTGTTCTAATGGGTATAAACATTTTGTTATCTAACTTGAACATCATA
CCAACTCAAAGGCAGGTCTTACTAGCAATGACTGGGGCTCAGAGAGGTTTGGCGACTTCACGAAGGTCACACAG
CTGTCAGGGGGARAAAGTCAGAACTTGGATCCAGGTCTTCAGACTCTCAGGTCTGGTGTCATCCTAGGGGGCTTG
GTGATGGCCATATCTTITAATGTATTTGTGGAGAGTGAAAGGCTGTCAGTGAGTAAGCTTAAGAGAACAGGAGAC
TTGTGTGGGAAACAGTCGGTATCCATTGATTAGACTGAATCATGTAGAATTGCTAATTTCACCATTTTGAACTA
TCGARAATCACTATTTGGTATGACTCAACCTCATCCTTTAAGTACACATTCATGACAGTGAGTGGTTAGACAGTG
ATTCCTAGATTAGTTTGGGATGGGGCAGTGCCTTCCATAGGACAAGGCCATTCCTGGTAGAGACGGAGGGAGCA
GGCTGTCCTTCAGCTAGGGGCCCAGGGGACTTCCTGGCTGCTGTGTCCTTTAGCAGGGCCTTGGAGGATGGAAG
GACTCTCCTGGCCCTTACCACAGGGGCTATTCAGGAACAGCCTCCTGCCGTGGCACTGGAGCTGCGGTGGCCCT
CTGAAGACTGCAGGGACAGCAACAGGCACAAAGAAGT CAGGCTGCATGTGGCCCCAGTCGGGACTCAGAGGAGG
AAAGGGAGGGGTTGCGGGGGTCAATGGGTGATGTGCTTCCTCTCCCATAGCTGAGGAGTCCTTGCAATGGCCTT
CCTGAGCCATCAGCAGGCCTATGGCCATGTGACTAGGGAGGAGAAGGGATATAGGGTAATGGTCTTCTGGGGCC
TGCTGGGCCTGGTCAAGTCTGAGGAGGAGATAGAGAAAACAAAGCAGAGACCCTCCTCTTCATCTGGGGAGAAG
GGACCTGATTCTAAACGGAGATATGTGAGGCTTTCTGGGGCAGCGATGGAAGGACAAGGACAGAATAGGTGTCC
TTGTTGCCCCATGGAGAATGGGCTTCAGGAAGAATCTGCCTCAGTCATTTTCCAGAAGTGCCTGAGAGGTGCAG
GGCCCGAGTCTGGTTAGGTGACAGCGGGTCAAGAGGAGGACATTGTCCTCTCTCTTGTGTTGCTGCAGATGCCA
CAAAACTGGGCCACGGCACGATCAGGCAGTTCTGGGGCCCCCAGGAGGGCAGCCTTGGGGTGGGCACAGCCAGC
CCTGGCAGGATGAGCAACTCTGGGTGGGGGGGAGTGGGGGATGAGCAGGGGGACATGAAGATGCTTGGTGGAGC
CTGGGGTCATGGCTGGTATCTGGTTCCTCCCCTGTGATTCCTTCTTGGGGACTCCAAGACAGGACAAGGAAGAC
TGGAGCCCTCCAGAAACAGATGGGCCCAGGTCCGTAAGCTGAGGATTCAGTCCCCCCTGGATTCAAGCCCAGCA
TGTGCCTACCCAGCCAGATGCTCCATGAACACAGTTCAGGGGGCCCGAAGACAGCACTGTTACCTGGAGCCCAC
ATACAGCCTCAGCAGGCAAAGGGAGACTCAGAGAAAACATGGGAGGGATTTACAGTCACATGCAGGCAGGGACC
AGCTCAACCCTTCTTTAATGTCATCCAGGGAGGGGGCCAGGGATGGAGGGGAGGGGTTGAGGAGCGAGAGGCAG
TTATTTTTGGGTGGGATTCACCACTTTTCCCATGAAGAGGGGAGACTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAGAAGA
CAAAGGGTTTGTTGAACTTGACCTCGGGGGGGATAGACATGGGTATGGCCTCTARAAACATGGCCCCAGCAGCT
TCAGTCCCTTTCTCGTCGATGGTCAGCACAGCCTTATGCACGGCCTTGGAGAGCTTCAGGGGTGCCTCCTCTGT
GACCCCGGAGAGGTCAGCCCCATTGCTGAAGACCTTAGTGATGCCCAGTTGACCCAGGACGCTCTTCAGATCAT
AGGTTCCAGTAATGGACAGTTTIGGGTAAATGTAAGCTGGCAGACCTTCTGTCTTCATTTTCCAGGAACTTGGTG
ATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTTCCAGGTGCTGTAGTTTCCCCTCATCAGGCAGGAAGAAGATGGCGGTGGC
ATTGCCCAGGTATTTCATCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTTACAGTGCTGGATGTTARACATGCCTAAAC
GCTTCATCATAGGCACCTTCACGGTGGTCACCTGGTCCACGTGGAAGTCCTCTTCCTCGGTGTCCTTGACTTCA
AAGGGTCTCTCCCATTTGCCTTTAAAGAAGATGTAATTCACCAGAGCAAAAACTGTGTCTCTGTCAAGCTCCTT
GACCAAATCCACAATTTTCCCTTGAGTACCCTTCTCCACGTAATCGTTGATCTGTTTCTTGGCCTCTTCGGTGT
CCCCGAAGTTGACAGTGAAGGCTTCTGAGTGGTACAACTTTTTAACATCCTCCARAAACTTATCCACTAGCTTC
AGGCCCTCGCTGAGGAACAGGCCATTGCCGGTGGTCAGCTGGAGCTGGCTGTCTGGCTGGTTGAGGGTACGGAG
GAGTTCCTGGAAGCCTTCATGGATCTGAGCCTCCGGAATCTCCGTGAGGTTGAAATTCAGGCCCTCCAGGATTT
CATCGTGAGTGTCAGCCTTGGTCCCCAGGGAGAGCAT TGCAAAGGCTGTAGCGATGCTCACTGGGGAGAAGAAG
ATATTGGTGCTGTTGGACTGGTGTGCCAGCTGGCGGTATAGGCTGAAGGCGAACTCAGCCAGGTTGGGGGTGAT
CTTGTTGAAGGTTGGGTGATCCTGATCATGGTGGGATGTATCTGTCTTCTGGGCAGCATCTCCCTGGGGATCCT
CAGCCAGGGAGACAGGGACCAGGCAGCACAGGCCTGCCAGCAGGAGGATGCCCCACGAGACAGAAGACGGCATT
GTCCTTTCCTGCTCTCCTCAAGCTCTCCTCAAGCTCTGTCTCTTCTGGCAGGCACAGGAGAGTGGCCTGAAGGC
TGGCAGGAGGTTGCCGCCCCTCCAACCTGGAATTCCTGGCAGCAGCAGCGGCTAGGCCTTCCTCGGAGGCCCGA
CCCCCTCCTCCTTCTTGGTTCAGCTCAGGACTCTGAGGGTTGCTGCGTGGAGGCAGTGCATGCCCTGGGCACAG
TGCCCAGTTCCTGCCCA

Figura 8P
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ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:17

Complemento inverso de SEQ ID NO: 3
TGCAAGAAATGTAGTTICTATTTATTCTCTGTTCTAATGGGTATAAACATTTTGTTATCTAACTTGAACATCATA
CCAACTCAAAGGCAGGTCTTACTAGCAATGACTGGGGCTCAGAGAGGTTTGGCGACTTCACGAAGGTCACACAG
CTGTCAGGGGGAAAAGTCAGAACTTGGATCCAGGTCTTCAGACTCTCAGGTCTGGTGTCATCCTAGGGGGCTTG
GTGATGGCCATATCTTTAATGTATTTGTGGAGAGTGAAAGGCTGTCAGTGAGTAAGCTTAAGAGAACAGGAGAC
TTGTGTGGGAAACAGTCGGTATCCATTGATTAGACTGAATCATGTAGAATTGCTAATTTCACCATTTTGAACTA
TCGARAATCACTATTTGGTATGACTCAACCTCATCCTTTAAGTACACATTCATGACAGTGAGTGGTTAGACAGTG
ATTCCTAGATTAGTTTGGGATGGGGCAGTGCCTTCCATAGGACAAGGCCATTCCTGGTAGAGACGGAGGGAGCA
GGCTGTCCTTCAGCTAGGGGCCCAGGGGACTTCCTGGCTGCTGTGTCCTTTAGCAGGGCCTTGGAGGATGGAAG
GACTCTCCTGGCCCTTACCACAGGGGCTATTCAGGAACAGCCTCCTGCCGTGGCACTGGAGCTGCGGTGGCCCT
CTGAAGACTGCAGGGACAGCAACAGGCACAAAGAAGT CAGGCTGCATGTGGCCCCAGTCGGGACTCAGAGGAGG
AAAGGGAGGGGTTGCGGGGGTCAATGGGTGATGTGCTTCCTCTCCCATAGCTGAGGAGTCCTTGCAATGGCCTT
CCTGAGCCATCAGCAGGCCTATGGCCATGTGACTAGGGAGGAGAAGGGATATAGGGTAATGGTCTTCTGGGGCC
TGCTGGGCCTGGTCAAGTCTGAGGAGGAGATAGAGAAAACAAAGCAGAGACCCTCCTCTTCATCTGGGGAGAAG
GGACCTGATTCTAAACGGAGATATGTGAGGCTTTCTGGGGCAGCGATGGAAGGACAAGGACAGAATAGGTGTCC
TTGTTGCCCCATGGAGAATGGGCTTCAGGAAGAATCTGCCTCAGTCATTTTCCAGAAGTGCCTGAGAGGTGCAG
GGCCCGAGTCTGGTTAGGTGACAGCGGGTCAAGAGGAGGACATTGTCCTCTCTCTTGTGTTGCTGCAGATGCCA
CAAAACTGGGCCACGGCACGATCAGGCAGTTCTGGGGCCCCCAGGAGGGCAGCCTTGGGGTGGGCACAGCCAGC
CCTGGCAGGATGAGCAACTCTGGGTGGGGGGGAGTGGGGGATGAGCAGGGGGACATGAAGATGCTTGGTGGAGC
CTGGGGTCATGGCTGGTATCTGGTTCCTCCCCTGTGATTCCTTCTTGGGGACTCCAAGACAGGACAAGGAAGAC
TGGAGCCCTCCAGAAACAGATGGGCCCAGGTCCGTAAGCTGAGGATTCAGTCCCCCCTGGATTCAAGCCCAGCA
TGTGCCTACCCAGCCAGATGCTCCATGAACACAGTTCAGGGGGCCCGAAGACAGCACTGTTACCTGGAGCCCAC
ATACAGCCTCAGCAGGCAAAGGGAGACTCAGAGAAAACATGGGAGGGATTTACAGTCACATGCAGGCAGGGACC
AGCTCAACCCTTCTTTAATGTCATCCAGGGAGGGGGCCAGGGATGGAGGGGAGGGGTTGAGGAGCGAGAGGCAG
TTATTTTTGGGTGGGATTCACCACTTTTCCCATGAAGAGGGGAGACTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAGAAGA
CAAAGGGTTTGTTGAACTTGACCTCGGGGGGGATAGACATGGGTATGGCCTCTARAAACATGGCCCCAGCAGCT
TCAGTCCCTTTCTCGTCGATGGTCAGCACAGCCTTATGCACGGCCTTGGAGAGCTTCAGGGGTGCCTCCTCTGT
GACCCCGGAGAGGTCAGCCCCATTGCTGAAGACCTTAGTGATGCCCAGTTGACCCAGGACGCTCTTCAGATCAT
AGGTTCCAGTAATGGACAGTTTIGGGTAAATGTAAGCTGGCAGACCTTCTGTCTTCATTTTCCAGGAACTTGGTG
ATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTTCCAGGTGCTGTAGTTTCCCCTCATCAGGCAGGAAGAAGATGGCGGTGGC
ATTGCCCAGGTATTTCATCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTTACAGTGCTGGATGTTARACATGCCTAAAC
GCTTCATCATAGGCACCTTCACGGTGGTCACCTGGTCCACGTGGAAGTCCTCTTCCTCGGTGTCCTTGACTTCA
AAGGGTCTCTCCCATTTGCCTTTAAAGAAGATGTAATTCACCAGAGCAAAAACTGTGTCTCTGTCAAGCTCCTT
GACCAAATCCACAATTTTCCCTTGAGTACCCTTCTCCACGTAATCGTTGATCTGTTTCTTGGCCTCTTCGGTGT
CCCCGAAGTTGACAGTGAAGGCTTCTGAGTGGTACAACTTTTTAACATCCTCCARAAACTTATCCACTAGCTTC
AGGCCCTCGCTGAGGAACAGGCCATTGCCGGTGGTCAGCTGGAGCTGGCTGTCTGGCTGGTTGAGGGTACGGAG
GAGTTCCTGGAAGCCTTCATGGATCTGAGCCTCCGGAATCTCCGTGAGGTTGAAATTCAGGCCCTCCAGGATTT
CATCGTGAGTGTCAGCCTTGGTCCCCAGGGAGAGCAT TGCAAAGGCTGTAGCGATGCTCACTGGGGAGAAGAAG
ATATTGGTGCTGTTGGACTGGTGTGCCAGCTGGCGGTATAGGCTGAAGGCGAACTCAGCCAGGTTGGGGGTGAT
CTTGTTGAAGGTTGGGTGATCCTGATCATGGTGGGATGTATCTGTCTTCTGGGCAGCATCTCCCTGGGGATCCT
CAGCCAGGGAGACAGGGACCAGGCAGCACAGGCCTGCCAGCAGGAGGATGCCCCACGAGACAGAAGACGGCATT
GTCGATTCACTGTCCCAGGTCAGTGGTGGTGCCTGAAGCTGAGGAGACAGGGCCCTGTCCTCGTCCGTATTTAA
GCAGTGGATCCAGAGGGGCAACGGGGGAGGCTGCGAAAGGAGTCATTGTACCTGGCTCAGAAACCACAGCGTCC
TGTGTCCAAGGTGGAGGGGGTGGCGTGAGTCAGACAGTCTCTGGGAGAGTACCACTTAGCTGGCCCTCTGCTCT
CACTGCAGAATCCTTAGTGGCTGTTCCACTGGTAGCAAGATCTACCATTTACTGAGTCACCCCAAAATGCCTGA
TGCTGAAGACTTACTGCCGCCCTTTCCTGCTCTCCTCAAGCTCTCCTCAAGCTCTGTCTCTTCTGGCAGGCACA
GGAGAGTGGCCTGAAGGCTGGCAGGAGGTTGCCGCCCCTCCAACCTGGAATTCCTGGCAGCAGCAGCGGCTAGG
CCTTCCTCGGAGGCCCGACCCCCTCCTCCTTCTTGGT TCAGCTCAGGACTCTGAGGGTTGCTGCGTGGAGGCAG
TGCATGCCCTGGGCACAGTGCCCAGTTCCTGCCCA

Figura 8Q

293



ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:18

Complemento inverso de SEQ ID NO: 4
TGCAAGAAATGTAGTTCTATTTATTCTCTGTTCTAATGGGTATAAACATTTTGTTATCTAACTTGAACATCATA
CCAACTCAAAGGCAGGTCTTACTAGCAATGACTGGGGCTCAGAGAGGTTTGGCGACTTCACGAAGGTCACACAG
CTGTCAGGGGGARAAAGTCAGAACTTGGATCCAGGTCTTCAGACTCTCAGGTCTGGTGTCATCCTAGGGGGCTTG
GTGATGGCCATATCTTITAATGTATTTGTGGAGAGTGAAAGGCTGTCAGTGAGTAAGCTTAAGAGAACAGGAGAC
TTGTGTGGGAAACAGTCGGTATCCATTGATTAGACTGAATCATGTAGAATTGCTAATTTCACCATTTTGAACTA
TCGARAATCACTATTTGGTATGACTCAACCTCATCCTTTAAGTACACATTCATGACAGTGAGTGGTTAGACAGTG
ATTCCTAGATTAGTTTGGGATGGGGCAGTGCCTTCCATAGGACAAGGCCATTCCTGGTAGAGACGGAGGGAGCA
GGCTGTCCTTCAGCTAGGGGCCCAGGGGACTTCCTGGCTGCTGTGTCCTTTAGCAGGGCCTTGGAGGATGGAAG
GACTCTCCTGGCCCTTACCACAGGGGCTATTCAGGAACAGCCTCCTGCCGTGGCACTGGAGCTGCGGTGGCCCT
CTGAAGACTGCAGGGACAGCAACAGGCACAAAGAAGT CAGGCTGCATGTGGCCCCAGTCGGGACTCAGAGGAGG
AAAGGGAGGGGTTGCGGGGGTCAATGGGTGATGTGCTTCCTCTCCCATAGCTGAGGAGTCCTTGCAATGGCCTT
CCTGAGCCATCAGCAGGCCTATGGCCATGTGACTAGGGAGGAGAAGGGATATAGGGTAATGGTCTTCTGGGGCC
TGCTGGGCCTGGTCAAGTCTGAGGAGGAGATAGAGAAAACAAAGCAGAGACCCTCCTCTTCATCTGGGGAGAAG
GGACCTGATTCTAAACGGAGATATGTGAGGCTTTCTGGGGCAGCGATGGAAGGACAAGGACAGAATAGGTGTCC
TTGTTGCCCCATGGAGAATGGGCTTCAGGAAGAATCTGCCTCAGTCATTTTCCAGAAGTGCCTGAGAGGTGCAG
GGCCCGAGTCTGGTTAGGTGACAGCGGGTCAAGAGGAGGACATTGTCCTCTCTCTTGTGTTGCTGCAGATGCCA
CAAAACTGGGCCACGGCACGATCAGGCAGTTCTGGGGCCCCCAGGAGGGCAGCCTTGGGGTGGGCACAGCCAGC
CCTGGCAGGATGAGCAACTCTGGGTGGGGGGGAGTGGGGGATGAGCAGGGGGACATGAAGATGCTTGGTGGAGC
CTGGGGTCATGGCTGGTATCTGGTTCCTCCCCTGTGATTCCTTCTTGGGGACTCCAAGACAGGACAAGGAAGAC
TGGAGCCCTCCAGAAACAGATGGGCCCAGGTCCGTAAGCTGAGGATTCAGTCCCCCCTGGATTCAAGCCCAGCA
TGTGCCTACCCAGCCAGATGCTCCATGAACACAGTTCAGGGGGCCCGAAGACAGCACTGTTACCTGGAGCCCAC
ATACAGCCTCAGCAGGCAAAGGGAGACTCAGAGAAAACATGGGAGGGATTTACAGTCACATGCAGGCAGGGACC
AGCTCAACCCTTCTTTAATGTCATCCAGGGAGGGGGCCAGGGATGGAGGGGAGGGGTTGAGGAGCGAGAGGCAG
TTATTTTTGGGTGGGATTCACCACTTTTCCCATGAAGAGGGGAGACTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAGAAGA
CAAAGGGTTTGTTGAACTTGACCTCGGGGGGGATAGACATGGGTATGGCCTCTARAAACATGGCCCCAGCAGCT
TCAGTCCCTTTCTCGTCGATGGTCAGCACAGCCTTATGCACGGCCTTGGAGAGCTTCAGGGGTGCCTCCTCTGT
GACCCCGGAGAGGTCAGCCCCATTGCTGAAGACCTTAGTGATGCCCAGTTGACCCAGGACGCTCTTCAGATCAT
AGGTTCCAGTAATGGACAGTTTIGGGTAAATGTAAGCTGGCAGACCTTCTGTCTTCATTTTCCAGGAACTTGGTG
ATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTTCCAGGTGCTGTAGTTTCCCCTCATCAGGCAGGAAGAAGATGGCGGTGGC
ATTGCCCAGGTATTTCATCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTTACAGTGCTGGATGTTARACATGCCTAAAC
GCTTCATCATAGGCACCTTCACGGTGGTCACCTGGTCCACGTGGAAGTCCTCTTCCTCGGTGTCCTTGACTTCA
AAGGGTCTCTCCCATTTGCCTTTAAAGAAGATGTAATTCACCAGAGCAAAAACTGTGTCTCTGTCAAGCTCCTT
GACCAAATCCACAATTTTCCCTTGAGTACCCTTCTCCACGTAATCGTTGATCTGTTTCTTGGCCTCTTCGGTGT
CCCCGAAGTTGACAGTGAAGGCTTCTGAGTGGTACAACTTTTTAACATCCTCCARAAACTTATCCACTAGCTTC
AGGCCCTCGCTGAGGAACAGGCCATTGCCGGTGGTCAGCTGGAGCTGGCTGTCTGGCTGGTTGAGGGTACGGAG
GAGTTCCTGGAAGCCTTCATGGATCTGAGCCTCCGGAATCTCCGTGAGGTTGAAATTCAGGCCCTCCAGGATTT
CATCGTGAGTGTCAGCCTTGGTCCCCAGGGAGAGCAT TGCAAAGGCTGTAGCGATGCTCACTGGGGAGAAGAAG
ATATTGGTGCTGTTGGACTGGTGTGCCAGCTGGCGGTATAGGCTGAAGGCGAACTCAGCCAGGTTGGGGGTGAT
CTTGTTGAAGGTTGGGTGATCCTGATCATGGTGGGATGTATCTGTCTTCTGGGCAGCATCTCCCTGGGGATCCT
CAGCCAGGGAGACAGGGACCAGGCAGCACAGGCCTGCCAGCAGGAGGATGCCCCACGAGACAGAAGACGGCATT
GTCCTGTGGAACTGAGTGAGCAGCAGCAGCAATGTCCCACCTTTCCTGCTCTCCTCAAGCTCTCCTCAAGCTCT
GTCTCTTCTGGCAGGCACAGGAGAGTGGCCTGAAGGCTGGCAGGAGGTTGCCGCCCCTCCAACCTGGAATTCCT
GGCAGCAGCAGCGGCTAGGCCTTCCTCGGAGGCCCGACCCCCTCCTCCTTCTTGGTTCAGCTCAGGACTCTGAG
GGTTGCTGCGTGGAGGCAGTGCATGCCCTGGGCACAGTGCCCAGTTCCTGCCCA

Figura 8R

294



ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:19

Complemento inverso de SEQ ID NO: 5
TGCAAGAAATGTAGTTCTATTTATTCTCTGTTCTAATGGGTATAAACATTTTGTTATCTAACTTGAACATCATA
CCAACTCAAAGGCAGGTCTTACTAGCAATGACTGGGGCTCAGAGAGGTTTGGCGACTTCACGAAGGTCACACAG
CTGTCAGGGGGARAAAGTCAGAACTTGGATCCAGGTCTTCAGACTCTCAGGTCTGGTGTCATCCTAGGGGGCTTG
GTGATGGCCATATCTTITAATGTATTTGTGGAGAGTGAAAGGCTGTCAGTGAGTAAGCTTAAGAGAACAGGAGAC
TTGTGTGGGAAACAGTCGGTATCCATTGATTAGACTGAATCATGTAGAATTGCTAATTTCACCATTTTGAACTA
TCGARAATCACTATTTGGTATGACTCAACCTCATCCTTTAAGTACACATTCATGACAGTGAGTGGTTAGACAGTG
ATTCCTAGATTAGTTTGGGATGGGGCAGTGCCTTCCATAGGACAAGGCCATTCCTGGTAGAGACGGAGGGAGCA
GGCTGTCCTTCAGCTAGGGGCCCAGGGGACTTCCTGGCTGCTGTGTCCTTTAGCAGGGCCTTGGAGGATGGAAG
GACTCTCCTGGCCCTTACCACAGGGGCTATTCAGGAACAGCCTCCTGCCGTGGCACTGGAGCTGCGGTGGCCCT
CTGAAGACTGCAGGGACAGCAACAGGCACAAAGAAGT CAGGCTGCATGTGGCCCCAGTCGGGACTCAGAGGAGG
AAAGGGAGGGGTTGCGGGGGTCAATGGGTGATGTGCTTCCTCTCCCATAGCTGAGGAGTCCTTGCAATGGCCTT
CCTGAGCCATCAGCAGGCCTATGGCCATGTGACTAGGGAGGAGAAGGGATATAGGGTAATGGTCTTCTGGGGCC
TGCTGGGCCTGGTCAAGTCTGAGGAGGAGATAGAGAAAACAAAGCAGAGACCCTCCTCTTCATCTGGGGAGAAG
GGACCTGATTCTAAACGGAGATATGTGAGGCTTTCTGGGGCAGCGATGGAAGGACAAGGACAGAATAGGTGTCC
TTGTTGCCCCATGGAGAATGGGCTTCAGGAAGAATCTGCCTCAGTCATTTTCCAGAAGTGCCTGAGAGGTGCAG
GGCCCGAGTCTGGTTAGGTGACAGCGGGTCAAGAGGAGGACATTGTCCTCTCTCTTGTGTTGCTGCAGATGCCA
CAAAACTGGGCCACGGCACGATCAGGCAGTTCTGGGGCCCCCAGGAGGGCAGCCTTGGGGTGGGCACAGCCAGC
CCTGGCAGGATGAGCAACTCTGGGTGGGGGGGAGTGGGGGATGAGCAGGGGGACATGAAGATGCTTGGTGGAGC
CTGGGGTCATGGCTGGTATCTGGTTCCTCCCCTGTGATTCCTTCTTGGGGACTCCAAGACAGGACAAGGAAGAC
TGGAGCCCTCCAGAAACAGATGGGCCCAGGTCCGTAAGCTGAGGATTCAGTCCCCCCTGGATTCAAGCCCAGCA
TGTGCCTACCCAGCCAGATGCTCCATGAACACAGTTCAGGGGGCCCGAAGACAGCACTGTTACCTGGAGCCCAC
ATACAGCCTCAGCAGGCAAAGGGAGACTCAGAGAAAACATGGGAGGGATTTACAGTCACATGCAGGCAGGGACC
AGCTCAACCCTTCTTTAATGTCATCCAGGGAGGGGGCCAGGGATGGAGGGGAGGGGTTGAGGAGCGAGAGGCAG
TTATTTTTGGGTGGGATTCACCACTTTTCCCATGAAGAGGGGAGACTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAGAAGA
CAAAGGGTTTGTTGAACTTGACCTCGGGGGGGATAGACATGGGTATGGCCTCTARAAACATGGCCCCAGCAGCT
TCAGTCCCTTTCTCGTCGATGGTCAGCACAGCCTTATGCACGGCCTTGGAGAGCTTCAGGGGTGCCTCCTCTGT
GACCCCGGAGAGGTCAGCCCCATTGCTGAAGACCTTAGTGATGCCCAGTTGACCCAGGACGCTCTTCAGATCAT
AGGTTCCAGTAATGGACAGTTTIGGGTAAATGTAAGCTGGCAGACCTTCTGTCTTCATTTTCCAGGAACTTGGTG
ATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTTCCAGGTGCTGTAGTTTCCCCTCATCAGGCAGGAAGAAGATGGCGGTGGC
ATTGCCCAGGTATTTCATCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTTACAGTGCTGGATGTTARACATGCCTAAAC
GCTTCATCATAGGCACCTTCACGGTGGTCACCTGGTCCACGTGGAAGTCCTCTTCCTCGGTGTCCTTGACTTCA
AAGGGTCTCTCCCATTTGCCTTTAAAGAAGATGTAATTCACCAGAGCAAAAACTGTGTCTCTGTCAAGCTCCTT
GACCAAATCCACAATTTTCCCTTGAGTACCCTTCTCCACGTAATCGTTGATCTGTTTCTTGGCCTCTTCGGTGT
CCCCGAAGTTGACAGTGAAGGCTTCTGAGTGGTACAACTTTTTAACATCCTCCARAAACTTATCCACTAGCTTC
AGGCCCTCGCTGAGGAACAGGCCATTGCCGGTGGTCAGCTGGAGCTGGCTGTCTGGCTGGTTGAGGGTACGGAG
GAGTTCCTGGAAGCCTTCATGGATCTGAGCCTCCGGAATCTCCGTGAGGTTGAAATTCAGGCCCTCCAGGATTT
CATCGTGAGTGTCAGCCTTGGTCCCCAGGGAGAGCAT TGCAAAGGCTGTAGCGATGCTCACTGGGGAGAAGAAG
ATATTGGTGCTGTTGGACTGGTGTGCCAGCTGGCGGTATAGGCTGAAGGCGAACTCAGCCAGGTTGGGGGTGAT
CTTGTTGAAGGTTGGGTGATCCTGATCATGGTGGGATGTATCTGTCTTCTGGGCAGCATCTCCCTGGGGATCCT
CAGCCAGGGAGACAGGGACCAGGCAGCACAGGCCTGCCAGCAGGAGGATGCCCCACGAGACAGAAGACGGCATT
GTCGATTCACTGTCCCAGGTCAGTGGTGGTGCCTGAAGCTGAGGAGACAGGGCCCTGTCCTCGTCCGTATTTAA
GCAGTGGATCCAGAGGGGCAACGGGGGAGGCTGCTGGCTCAGAAACCACAGCGTCCTGTGTCCAAGGTGGAGGG
GGTGGCGTGAGTCAGACAGTCTCTGGGAGAGTACCACTTAGCTGGCCCTCTGCTCTCACTGCAGAATCCTTAGT
GGCTGTTCCACTGGTAGCAAGATCTACCATTTACTGAGTCACCCCAARAATGCCTGATGCTGAAGACTTACTGCC
GCCCTGTGGAACTGAGTGAGCAGCAGCAGCAATGTCCCACCTTTCCTGCTCTCCTCAAGCTCTCCTCAAGCTCT
GTCTCTTCTGGCAGGCACAGGAGAGTGGCCTGAAGGCTGGCAGGAGGTTGCCGCCCCTCCAACCTGGAATTCCT
GGCAGCAGCAGCGGCTAGGCCTTCCTCGGAGGCCCGACCCCCTCCTCCTTCTTGGTTCAGCTCAGGACTCTGAG
GGTTGCTGCGTGGAGGCAGTGCATGCCCTGGGCACAGTGCCCAGTTCCTGCCCA

Figura 8S

295



ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:20

Complemento inverso de SEQ ID NO: 6
TGCAAGAAATGTAGTTICTATTITATTICTCTGTTCTAATGGGTATAAACATTTTGTTATCTAACTTGAACATCATA
CCAACTCAAAGGCAGGTCTTACTAGCAATGACTGGGGCTCAGAGAGGTTTGGCGACTTCACGAAGGTCACACAG
CTGTCAGGGGGAAAAGTCAGAACTTGGATCCAGGTCTTCAGACTCTCAGGTCTGGTGTCATCCTAGGGGGCTTG
GTGATGGCCATATCTTITAATGTATTTGTGGAGAGTGAAAGGCTGTCAGTGAGTAAGCTTAAGAGAACAGGAGAC
TTGTGTGGGAAACAGTCGGTATCCATTGATTAGACTGAATCATGTAGAATTGCTAATTTCACCATTTTGAACTA
TCGAAATCACTATTTGGTATGACTCAACCTCATCCTTTAAGTACACATTCATGACAGTGAGTGGTTAGACAGTG
ATTCCTAGATTAGTTTGGGATGGGGCAGTGCCTTCCATAGGACAAGGCCATTCCTGGTAGAGACGGAGGGAGCA
GGCTGTCCTTCAGCTAGGGGCCCAGGGGACTTCCTGGCTGCTGTGTCCTTTAGCAGGGCCTTGGAGGATGGAAG
GACTCTCCTGGCCCTTACCACAGGGGCTATTCAGGAACAGCCTCCTGCCGTGGCACTGGAGCTGCGGTGGCCCT
CTGAAGACTGCAGGGACAGCAACAGGCACAAAGAAGTCAGGCTGCATGTGGCCCCAGTCGGGACTCAGAGGAGG
AAAGGGAGGGGTTGCGGGGGTCAATGGGTGATGTGCTTCCTCTCCCATAGCTGAGGAGTCCTTGCAATGGCCTT
CCTGAGCCATCAGCAGGCCTATGGCCATGTGACTAGGGAGGAGAAGGGATATAGGGTAATGGTCTTCTGGGGCC
TGCTGGGCCTGGTCAAGTCTGAGGAGGAGATAGAGAAAACAAAGCAGAGACCCTCCTCTTCATCTGGGGAGAAG
GGACCTGATTCTAAACGGAGATATGTGAGGCTTTCTGGGGCAGCGATGGAAGGACAAGGACAGAATAGGTGTCC
TTGTTGCCCCATGGAGAATGGGCTTCAGGAAGAATCTGCCTCAGTCATTTTCCAGAAGTGCCTGAGAGGTGCAG
GGCCCGAGTCTGGTTAGGTGACAGCGGGTCAAGAGGAGGACATTGTCCTCTCTCTTGTGTTGCTGCAGATGCCA
CAARAACTGGGCCACGGCACGATCAGGCAGTTCTGGGGCCCCCAGGAGGGCAGCCTTGGGGTGGGCACAGCCAGC
CCTGGCAGGATGAGCAACTCTGGGTGGGGGGGAGTGGGGGATGAGCAGGGGGACATGAAGATGCTTGGTGGAGC
CTGGGGTCATGGCTGGTATCTGGTTCCTCCCCTGTGATTCCTTCTTGGGGACTCCAAGACAGGACAAGGAAGAC
TGGAGCCCTCCAGAAACAGATGGGCCCAGGTCCGTAAGCTGAGGATTCAGTCCCCCCTGGATTCAAGCCCAGCA
TGTGCCTACCCAGCCAGATGCTCCATGAACACAGTTCAGGGGGCCCGAAGACAGCACTGTTACCTGGAGCCCAC
ATACAGCCTCAGCAGGCAAAGGGAGACTCAGAGAAARACATGGGAGGGATTTACAGTCACATGCAGGCAGGGACC
AGCTCAACCCTTCTTTAATGTCATCCAGGGAGGGGGCCAGGGATGGAGGGGAGGGGTTGAGGAGCGAGAGGCAG
TTATTTTTGGGTGGGATTCACCACTTTTCCCATGAAGAGGGGAGACTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAGAAGA
CAAAGGGTTTGTTGAACTTGACCTCGGGGGGGATAGACATGGGTATGGCCTCTAAAAACATGGCCCCAGCAGCT
TCAGTCCCTTTCTCGTCGATGGTCAGCACAGCCTTATGCACGGCCTTGGAGAGCTTCAGGGGTGCCTCCTCTGT
GACCCCGGAGAGGTCAGCCCCATTGCTGAAGACCTTAGTGATGCCCAGTTGACCCAGGACGCTCTTCAGATCAT
AGGTTCCAGTAATGGACAGTTTGGGTAAATGTAAGCTGGCAGACCTTCTGTCTTCATTTTCCAGGAACTTGGTG
ATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTTCCAGGTGCTGTAGTTTCCCCTCATCAGGCAGGAAGAAGATGGCGGTGGC
ATTGCCCAGGTATTTCATCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTTACAGTGCTGGATGTTAARACATGCCTAARAC
GCTTCATCATAGGCACCTTCACGGTGGTCACCTGGTCCACGTGGAAGTCCTCTTCCTCGGTGTCCTTGACTTCA
AAGGGTCTCTCCCATTTGCCTTTAAAGAAGATGTAATTCACCAGAGCAAAAACTGTGTCTCTGTCAAGCTCCTT
GACCAAATCCACAATTITTCCCTTGAGTACCCTTCTCCACGTAATCGTTGATCTGTTTCTTGGCCTCTTCGGTGT
CCCCGAAGTTGACAGTGAAGGCTTCTGAGTGGTACAACTTTTTAACATCCTCCAAARAACTTATCCACTAGCTTC
AGGCCCTCGCTGAGGAACAGGCCATTGCCGGTGGTCAGCTGGAGCTGGCTGTCTGGCTGGTTGAGGGTACGGAG
GAGTTCCTGGAAGCCTTCATGGATCTGAGCCTCCGGAATCTCCGTGAGGTTGAARATTCAGGCCCTCCAGGATTT
CATCGTGAGTGTCAGCCTTGGTCCCCAGGGAGAGCATTGCAAAGGCTGTAGCGATGCTCACTGGGGAGAAGAAG
ATATTGGTGCTGTTGGACTGGTGTGCCAGCTGGCGGTATAGGCTGAAGGCGAACTCAGCCAGGTTGGGGGTGAT
CTTGTTGAAGGTTGGGTGATCCTGATCATGGTGGGATGTATCTGTCTTCTGGGCAGCATCTCCCTGGGGATCCT
CAGCCAGGGAGACAGGGACCAGGCAGCACAGGCCTGCCAGCAGGAGGATGCCCCACGAGACAGAAGACGGCATT
GTCGATTCACTGTCCCAGGTCAGTGGTGGTGCCTGAAGCTGAGGAGACAGGGCCCTGTCCTCGTCCGTATTTAA
GCAGTGGATCCAGAGGGGCAACGGGGGAGGCTGCTGTGGAACTGAGTGAGCAGCAGCAGCAATGTCCCACCTTT
CCTGCTCTCCTCAAGCTCTCCTCAAGCTCTGTCTCTTCTGGCAGGCACAGGAGAGTGGCCTGAAGGCTGGCAGG
AGGTTGCCGCCCCTCCAACCTGGAATTCCTGGCAGCAGCAGCGGCTAGGCCTTCCTCGGAGGCCCGACCCCCTC
CTCCTTCTTGGTTCAGCTCAGGACTCTGAGGGTTGCTGCGTGGAGGCAGTGCATGCCCTGGGCACAGTGCCCAG
TTCCTGCCCA

Figura 8T
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ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:21

Complemento inverso de SEQ ID NO: 7
TGCAAGAAATGTAGTTCTATTTATTCTCTGTTCTAATGGGTATAAACATTTTGTTATCTAACTTGAACATCATA
CCAACTCAAAGGCAGGTCTTACTAGCAATGACTGGGGCTCAGAGAGGTTTGGCGACTTCACGAAGGTCACACAG
CTGTCAGGGGGARAAAGTCAGAACTTGGATCCAGGTCTTCAGACTCTCAGGTCTGGTGTCATCCTAGGGGGCTTG
GTGATGGCCATATCTTITAATGTATTTGTGGAGAGTGAAAGGCTGTCAGTGAGTAAGCTTAAGAGAACAGGAGAC
TTGTGTGGGAAACAGTCGGTATCCATTGATTAGACTGAATCATGTAGAATTGCTAATTTCACCATTTTGAACTA
TCGARAATCACTATTTGGTATGACTCAACCTCATCCTTTAAGTACACATTCATGACAGTGAGTGGTTAGACAGTG
ATTCCTAGATTAGTTTGGGATGGGGCAGTGCCTTCCATAGGACAAGGCCATTCCTGGTAGAGACGGAGGGAGCA
GGCTGTCCTTCAGCTAGGGGCCCAGGGGACTTCCTGGCTGCTGTGTCCTTTAGCAGGGCCTTGGAGGATGGAAG
GACTCTCCTGGCCCTTACCACAGGGGCTATTCAGGAACAGCCTCCTGCCGTGGCACTGGAGCTGCGGTGGCCCT
CTGAAGACTGCAGGGACAGCAACAGGCACAAAGAAGT CAGGCTGCATGTGGCCCCAGTCGGGACTCAGAGGAGG
AAAGGGAGGGGTTGCGGGGGTCAATGGGTGATGTGCTTCCTCTCCCATAGCTGAGGAGTCCTTGCAATGGCCTT
CCTGAGCCATCAGCAGGCCTATGGCCATGTGACTAGGGAGGAGAAGGGATATAGGGTAATGGTCTTCTGGGGCC
TGCTGGGCCTGGTCAAGTCTGAGGAGGAGATAGAGAAAACAAAGCAGAGACCCTCCTCTTCATCTGGGGAGAAG
GGACCTGATTCTAAACGGAGATATGTGAGGCTTTCTGGGGCAGCGATGGAAGGACAAGGACAGAATAGGTGTCC
TTGTTGCCCCATGGAGAATGGGCTTCAGGAAGAATCTGCCTCAGTCATTTTCCAGAAGTGCCTGAGAGGTGCAG
GGCCCGAGTCTGGTTAGGTGACAGCGGGTCAAGAGGAGGACATTGTCCTCTCTCTTGTGTTGCTGCAGATGCCA
CAAAACTGGGCCACGGCACGATCAGGCAGTTCTGGGGCCCCCAGGAGGGCAGCCTTGGGGTGGGCACAGCCAGC
CCTGGCAGGATGAGCAACTCTGGGTGGGGGGGAGTGGGGGATGAGCAGGGGGACATGAAGATGCTTGGTGGAGC
CTGGGGTCATGGCTGGTATCTGGTTCCTCCCCTGTGATTCCTTCTTGGGGACTCCAAGACAGGACAAGGAAGAC
TGGAGCCCTCCAGAAACAGATGGGCCCAGGTCCGTAAGCTGAGGATTCAGTCCCCCCTGGATTCAAGCCCAGCA
TGTGCCTACCCAGCCAGATGCTCCATGAACACAGTTCAGGGGGCCCGAAGACAGCACTGTTACCTGGAGCCCAC
ATACAGCCTCAGCAGGCAAAGGGAGACTCAGAGAAAACATGGGAGGGATTTACAGTCACATGCAGGCAGGGACC
AGCTCAACCCTTCTTTAATGTCATCCAGGGAGGGGGCCAGGGATGGAGGGGAGGGGTTGAGGAGCGAGAGGCAG
TTATTTTTGGGTGGGATTCACCACTTTTCCCATGAAGAGGGGAGACTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAGAAGA
CAAAGGGTTTGTTGAACTTGACCTCGGGGGGGATAGACATGGGTATGGCCTCTARAAACATGGCCCCAGCAGCT
TCAGTCCCTTTCTCGTCGATGGTCAGCACAGCCTTATGCACGGCCTTGGAGAGCTTCAGGGGTGCCTCCTCTGT
GACCCCGGAGAGGTCAGCCCCATTGCTGAAGACCTTAGTGATGCCCAGTTGACCCAGGACGCTCTTCAGATCAT
AGGTTCCAGTAATGGACAGTTTIGGGTAAATGTAAGCTGGCAGACCTTCTGTCTTCATTTTCCAGGAACTTGGTG
ATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTTCCAGGTGCTGTAGTTTCCCCTCATCAGGCAGGAAGAAGATGGCGGTGGC
ATTGCCCAGGTATTTCATCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTTACAGTGCTGGATGTTARACATGCCTAAAC
GCTTCATCATAGGCACCTTCACGGTGGTCACCTGGTCCACGTGGAAGTCCTCTTCCTCGGTGTCCTTGACTTCA
AAGGGTCTCTCCCATTTGCCTTTAAAGAAGATGTAATTCACCAGAGCAAAAACTGTGTCTCTGTCAAGCTCCTT
GACCAAATCCACAATTTTCCCTTGAGTACCCTTCTCCACGTAATCGTTGATCTGTTTCTTGGCCTCTTCGGTGT
CCCCGAAGTTGACAGTGAAGGCTTCTGAGTGGTACAACTTTTTAACATCCTCCARAAACTTATCCACTAGCTTC
AGGCCCTCGCTGAGGAACAGGCCATTGCCGGTGGTCAGCTGGAGCTGGCTGTCTGGCTGGTTGAGGGTACGGAG
GAGTTCCTGGAAGCCTTCATGGATCTGAGCCTCCGGAATCTCCGTGAGGTTGAAATTCAGGCCCTCCAGGATTT
CATCGTGAGTGTCAGCCTTGGTCCCCAGGGAGAGCAT TGCAAAGGCTGTAGCGATGCTCACTGGGGAGAAGAAG
ATATTGGTGCTGTTGGACTGGTGTGCCAGCTGGCGGTATAGGCTGAAGGCGAACTCAGCCAGGTTGGGGGTGAT
CTTGTTGAAGGTTGGGTGATCCTGATCATGGTGGGATGTATCTGTCTTCTGGGCAGCATCTCCCTGGGGATCCT
CAGCCAGGGAGACAGGGACCAGGCAGCACAGGCCTGCCAGCAGGAGGATGCCCCACGAGACAGAAGACGGCATT
GTCGATTCACTGTCCCAGGTCAGTGGTGGTGCCTGAAGCTGAGGAGACAGGGCCCTGTCCTCGTCCGTATTTAA
GCAGTGGATCCAGAGGGGCAACGGGGGAGGCTGCTGGCTCAGAAACCACAGCGTCCTGTGTCCAAGGTGGAGGG
GGTGGCGTGAGTCAGACAGTCTCTGGGAGAGTACCACTTAGCTGGCCCTCTGCTCTCACTGCAGAATCCTTAGT
GGCTGTTCCACTGGTAGCAAGATCTACCATTTACTGAGTCACCCCAARAATGCCTGATGCTGAAGACTTACTGCC
GCCCTTTCCTGCTCTCCTCAAGCTCTCCTCAAGCTCTGTCTCTTCTGGCAGGCACAGGAGAGTGGCCTGAAGGC
TGGCAGGAGGTTGCCGCCCCTCCAACCTGGAATTCCTGGCAGCAGCAGCGGCTAGGCCTTCCTCGGAGGCCCGA
CCCCCTCCTCCTTCTTGGTTCAGCTCAGGACTCTGAGGGTTGCTGCGTGGAGGCAGTGCATGCCCTGGGCACAG
TGCCCAGTTCCTGCCCA

Figura 8U
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ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:22

Complemento inverso de SEQ ID NO: 8
TGCAAGAAATGTAGTTCTATTTATTCTCTGTTCTAATGGGTATAAACATTTTGTTATCTAACTTGAACATCATA
CCAACTCAAAGGCAGGTCTTACTAGCAATGACTGGGGCTCAGAGAGGTTTGGCGACTTCACGAAGGTCACACAG
CTGTCAGGGGGARAAAGTCAGAACTTGGATCCAGGTCTTCAGACTCTCAGGTCTGGTGTCATCCTAGGGGGCTTG
GTGATGGCCATATCTTITAATGTATTTGTGGAGAGTGAAAGGCTGTCAGTGAGTAAGCTTAAGAGAACAGGAGAC
TTGTGTGGGAAACAGTCGGTATCCATTGATTAGACTGAATCATGTAGAATTGCTAATTTCACCATTTTGAACTA
TCGARAATCACTATTTGGTATGACTCAACCTCATCCTTTAAGTACACATTCATGACAGTGAGTGGTTAGACAGTG
ATTCCTAGATTAGTTTGGGATGGGGCAGTGCCTTCCATAGGACAAGGCCATTCCTGGTAGAGACGGAGGGAGCA
GGCTGTCCTTCAGCTAGGGGCCCAGGGGACTTCCTGGCTGCTGTGTCCTTTAGCAGGGCCTTGGAGGATGGAAG
GACTCTCCTGGCCCTTACCACAGGGGCTATTCAGGAACAGCCTCCTGCCGTGGCACTGGAGCTGCGGTGGCCCT
CTGAAGACTGCAGGGACAGCAACAGGCACAAAGAAGT CAGGCTGCATGTGGCCCCAGTCGGGACTCAGAGGAGG
AAAGGGAGGGGTTGCGGGGGTCAATGGGTGATGTGCTTCCTCTCCCATAGCTGAGGAGTCCTTGCAATGGCCTT
CCTGAGCCATCAGCAGGCCTATGGCCATGTGACTAGGGAGGAGAAGGGATATAGGGTAATGGTCTTCTGGGGCC
TGCTGGGCCTGGTCAAGTCTGAGGAGGAGATAGAGAAAACAAAGCAGAGACCCTCCTCTTCATCTGGGGAGAAG
GGACCTGATTCTAAACGGAGATATGTGAGGCTTTCTGGGGCAGCGATGGAAGGACAAGGACAGAATAGGTGTCC
TTGTTGCCCCATGGAGAATGGGCTTCAGGAAGAATCTGCCTCAGTCATTTTCCAGAAGTGCCTGAGAGGTGCAG
GGCCCGAGTCTGGTTAGGTGACAGCGGGTCAAGAGGAGGACATTGTCCTCTCTCTTGTGTTGCTGCAGATGCCA
CAAAACTGGGCCACGGCACGATCAGGCAGTTCTGGGGCCCCCAGGAGGGCAGCCTTGGGGTGGGCACAGCCAGC
CCTGGCAGGATGAGCAACTCTGGGTGGGGGGGAGTGGGGGATGAGCAGGGGGACATGAAGATGCTTGGTGGAGC
CTGGGGTCATGGCTGGTATCTGGTTCCTCCCCTGTGATTCCTTCTTGGGGACTCCAAGACAGGACAAGGAAGAC
TGGAGCCCTCCAGAAACAGATGGGCCCAGGTCCGTAAGCTGAGGATTCAGTCCCCCCTGGATTCAAGCCCAGCA
TGTGCCTACCCAGCCAGATGCTCCATGAACACAGTTCAGGGGGCCCGAAGACAGCACTGTTACCTGGAGCCCAC
ATACAGCCTCAGCAGGCAAAGGGAGACTCAGAGAAAACATGGGAGGGATTTACAGTCACATGCAGGCAGGGACC
AGCTCAACCCTTCTTTAATGTCATCCAGGGAGGGGGCCAGGGATGGAGGGGAGGGGTTGAGGAGCGAGAGGCAG
TTATTTTTGGGTGGGATTCACCACTTTTCCCATGAAGAGGGGAGACTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAGAAGA
CAAAGGGTTTGTTGAACTTGACCTCGGGGGGGATAGACATGGGTATGGCCTCTARAAACATGGCCCCAGCAGCT
TCAGTCCCTTTCTCGTCGATGGTCAGCACAGCCTTATGCACGGCCTTGGAGAGCTTCAGGGGTGCCTCCTCTGT
GACCCCGGAGAGGTCAGCCCCATTGCTGAAGACCTTAGTGATGCCCAGTTGACCCAGGACGCTCTTCAGATCAT
AGGTTCCAGTAATGGACAGTTTIGGGTAAATGTAAGCTGGCAGACCTTCTGTCTTCATTTTCCAGGAACTTGGTG
ATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTTCCAGGTGCTGTAGTTTCCCCTCATCAGGCAGGAAGAAGATGGCGGTGGC
ATTGCCCAGGTATTTCATCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTTACAGTGCTGGATGTTARACATGCCTAAAC
GCTTCATCATAGGCACCTTCACGGTGGTCACCTGGTCCACGTGGAAGTCCTCTTCCTCGGTGTCCTTGACTTCA
AAGGGTCTCTCCCATTTGCCTTTAAAGAAGATGTAATTCACCAGAGCAAAAACTGTGTCTCTGTCAAGCTCCTT
GACCAAATCCACAATTTTCCCTTGAGTACCCTTCTCCACGTAATCGTTGATCTGTTTCTTGGCCTCTTCGGTGT
CCCCGAAGTTGACAGTGAAGGCTTCTGAGTGGTACAACTTTTTAACATCCTCCARAAACTTATCCACTAGCTTC
AGGCCCTCGCTGAGGAACAGGCCATTGCCGGTGGTCAGCTGGAGCTGGCTGTCTGGCTGGTTGAGGGTACGGAG
GAGTTCCTGGAAGCCTTCATGGATCTGAGCCTCCGGAATCTCCGTGAGGTTGAAATTCAGGCCCTCCAGGATTT
CATCGTGAGTGTCAGCCTTGGTCCCCAGGGAGAGCAT TGCAAAGGCTGTAGCGATGCTCACTGGGGAGAAGAAG
ATATTGGTGCTGTTGGACTGGTGTGCCAGCTGGCGGTATAGGCTGAAGGCGAACTCAGCCAGGTTGGGGGTGAT
CTTGTTGAAGGTTGGGTGATCCTGATCATGGTGGGATGTATCTGTCTTCTGGGCAGCATCTCCCTGGGGATCCT
CAGCCAGGGAGACAGGGACCAGGCAGCACAGGCCTGCCAGCAGGAGGATGCCCCACGAGACAGAAGACGGCATT
GTCGATTCACTGTCCCAGGTCAGTGGTGGTGCCTGAAGCTGAGGAGACAGGGCCCTGTCCTCGTCCGTATTTAA
GCAGTGGATCCAGAGGGGCAACGGGGGAGGCTGGCTCAGARACCACAGCGTCCTGTGTCCAAGGTGGAGGGGGT
GGCGTGAGTCAGACAGTCTCTGGGAGAGTACCACTTAGCTGGCCCTCTGCTCTCACTGCAGAATCCTTAGTGGC
TGTTCCACTGGTAGCAAGATCTACCATTTACTGAGTCACCCCAAAATGCCTGATGCTGAAGACTTACTGCCGCC
CTTTCCTGCTCTCCTCAAGCTCTCCTCAAGCTCTGTCTCTTCTGGCAGGCACAGGAGAGTGGCCTGAAGGCTGG
CAGGAGGTTGCCGCCCCTCCAACCTGGAATTCCTGGCAGCAGCAGCGGCTAGGCCTTCCTCGGAGGCCCGACCC
CCTCCTCCTTCTTGGTTCAGCTCAGGACTCTGAGGGT TGCTGCGTGGAGGCAGTGCATGCCCTGGGCACAGTGC
CCAGTTCCTGCCCA

Figura 8V

298



ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:23

Complemento inverso de SEQ ID NO: 9
TGCAAGAAATGTAGTTCTATTTATTCTCTGTTCTAATGGGTATAAACATTTTGTTATCTAACTTGAACATCATA
CCAACTCAAAGGCAGGTCTTACTAGCAATGACTGGGGCTCAGAGAGGTTTGGCGACTTCACGAAGGTCACACAG
CTGTCAGGGGGARAAAGTCAGAACTTGGATCCAGGTCTTCAGACTCTCAGGTCTGGTGTCATCCTAGGGGGCTTG
GTGATGGCCATATCTTITAATGTATTTGTGGAGAGTGAAAGGCTGTCAGTGAGTAAGCTTAAGAGAACAGGAGAC
TTGTGTGGGAAACAGTCGGTATCCATTGATTAGACTGAATCATGTAGAATTGCTAATTTCACCATTTTGAACTA
TCGARAATCACTATTTGGTATGACTCAACCTCATCCTTTAAGTACACATTCATGACAGTGAGTGGTTAGACAGTG
ATTCCTAGATTAGTTTGGGATGGGGCAGTGCCTTCCATAGGACAAGGCCATTCCTGGTAGAGACGGAGGGAGCA
GGCTGTCCTTCAGCTAGGGGCCCAGGGGACTTCCTGGCTGCTGTGTCCTTTAGCAGGGCCTTGGAGGATGGAAG
GACTCTCCTGGCCCTTACCACAGGGGCTATTCAGGAACAGCCTCCTGCCGTGGCACTGGAGCTGCGGTGGCCCT
CTGAAGACTGCAGGGACAGCAACAGGCACAAAGAAGT CAGGCTGCATGTGGCCCCAGTCGGGACTCAGAGGAGG
AAAGGGAGGGGTTGCGGGGGTCAATGGGTGATGTGCTTCCTCTCCCATAGCTGAGGAGTCCTTGCAATGGCCTT
CCTGAGCCATCAGCAGGCCTATGGCCATGTGACTAGGGAGGAGAAGGGATATAGGGTAATGGTCTTCTGGGGCC
TGCTGGGCCTGGTCAAGTCTGAGGAGGAGATAGAGAAAACAAAGCAGAGACCCTCCTCTTCATCTGGGGAGAAG
GGACCTGATTCTAAACGGAGATATGTGAGGCTTTCTGGGGCAGCGATGGAAGGACAAGGACAGAATAGGTGTCC
TTGTTGCCCCATGGAGAATGGGCTTCAGGAAGAATCTGCCTCAGTCATTTTCCAGAAGTGCCTGAGAGGTGCAG
GGCCCGAGTCTGGTTAGGTGACAGCGGGTCAAGAGGAGGACATTGTCCTCTCTCTTGTGTTGCTGCAGATGCCA
CAAAACTGGGCCACGGCACGATCAGGCAGTTCTGGGGCCCCCAGGAGGGCAGCCTTGGGGTGGGCACAGCCAGC
CCTGGCAGGATGAGCAACTCTGGGTGGGGGGGAGTGGGGGATGAGCAGGGGGACATGAAGATGCTTGGTGGAGC
CTGGGGTCATGGCTGGTATCTGGTTCCTCCCCTGTGATTCCTTCTTGGGGACTCCAAGACAGGACAAGGAAGAC
TGGAGCCCTCCAGAAACAGATGGGCCCAGGTCCGTAAGCTGAGGATTCAGTCCCCCCTGGATTCAAGCCCAGCA
TGTGCCTACCCAGCCAGATGCTCCATGAACACAGTTCAGGGGGCCCGAAGACAGCACTGTTACCTGGAGCCCAC
ATACAGCCTCAGCAGGCAAAGGGAGACTCAGAGAAAACATGGGAGGGATTTACAGTCACATGCAGGCAGGGACC
AGCTCAACCCTTCTTTAATGTCATCCAGGGAGGGGGCCAGGGATGGAGGGGAGGGGTTGAGGAGCGAGAGGCAG
TTATTTTTGGGTGGGATTCACCACTTTTCCCATGAAGAGGGGAGACTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAGAAGA
CAAAGGGTTTGTTGAACTTGACCTCGGGGGGGATAGACATGGGTATGGCCTCTARAAACATGGCCCCAGCAGCT
TCAGTCCCTTTCTCGTCGATGGTCAGCACAGCCTTATGCACGGCCTTGGAGAGCTTCAGGGGTGCCTCCTCTGT
GACCCCGGAGAGGTCAGCCCCATTGCTGAAGACCTTAGTGATGCCCAGTTGACCCAGGACGCTCTTCAGATCAT
AGGTTCCAGTAATGGACAGTTTIGGGTAAATGTAAGCTGGCAGACCTTCTGTCTTCATTTTCCAGGAACTTGGTG
ATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTTCCAGGTGCTGTAGTTTCCCCTCATCAGGCAGGAAGAAGATGGCGGTGGC
ATTGCCCAGGTATTTCATCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTTACAGTGCTGGATGTTARACATGCCTAAAC
GCTTCATCATAGGCACCTTCACGGTGGTCACCTGGTCCACGTGGAAGTCCTCTTCCTCGGTGTCCTTGACTTCA
AAGGGTCTCTCCCATTTGCCTTTAAAGAAGATGTAATTCACCAGAGCAAAAACTGTGTCTCTGTCAAGCTCCTT
GACCAAATCCACAATTTTCCCTTGAGTACCCTTCTCCACGTAATCGTTGATCTGTTTCTTGGCCTCTTCGGTGT
CCCCGAAGTTGACAGTGAAGGCTTCTGAGTGGTACAACTTTTTAACATCCTCCARAAACTTATCCACTAGCTTC
AGGCCCTCGCTGAGGAACAGGCCATTGCCGGTGGTCAGCTGGAGCTGGCTGTCTGGCTGGTTGAGGGTACGGAG
GAGTTCCTGGAAGCCTTCATGGATCTGAGCCTCCGGAATCTCCGTGAGGTTGAAATTCAGGCCCTCCAGGATTT
CATCGTGAGTGTCAGCCTTGGTCCCCAGGGAGAGCAT TGCAAAGGCTGTAGCGATGCTCACTGGGGAGAAGAAG
ATATTGGTGCTGTTGGACTGGTGTGCCAGCTGGCGGTATAGGCTGAAGGCGAACTCAGCCAGGTTGGGGGTGAT
CTTGTTGAAGGTTGGGTGATCCTGATCATGGTGGGATGTATCTGTCTTCTGGGCAGCATCTCCCTGGGGATCCT
CAGCCAGGGAGACAGGGACCAGGCAGCACAGGCCTGCCAGCAGGAGGATGCCCCACGAGACAGAAGACGGCATT
GTCGATTCACTGTCCCAGGTCAGTGGTGGTGCCTGAAGCTGAGGAGACAGGGCCCTGTCCTCGTCCGTATTTAA
GCAGTGGATCCAGAGGGGCAACGGGGGAGGCGAAAGGAGTCATTGTACCTGGCTCAGARACCACAGCGTCCTGT
GTCCAAGGTGGAGGGGGTGGCGTGAGTCAGACAGTCTCTGGGAGAGTACCACTTAGCTGGCCCTCTGCTCTCAC
TGCAGAATCCTTAGTGGCTGTTCCACTGGTAGCAAGATCTACCATTTACTGAGTCACCCCAAAATGCCTGATGC
TGAAGACTTACTGCCGCCCTTTCCTGCTCTCCTCAAGCTCTCCTCAAGCTCTGTCTCTTCTGGCAGGCACAGGA
GAGTGGCCTGAAGGCTGGCAGGAGGTTGCCGCCCCTCCAACCTGGAATTCCTGGCAGCAGCAGCGGCTAGGCCT
TCCTCGGAGGCCCGACCCCCTCCTCCTTCTTGGTTCAGCTCAGGACTCTGAGGGTTGCTGCGTGGAGGCAGTGC
ATGCCCTGGGCACAGTGCCCAGTTCCTGCCCA

Figura 8W

299



ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:24

Complemento inverso de SEQ ID NO: 10
TGCAAGAAATGTAGTTICTATTITATTICTCTGTTCTAATGGGTATAAACATTTTGTTATCTAACTTGAACATCATA
CCAACTCAAAGGCAGGTCTTACTAGCAATGACTGGGGCTCAGAGAGGTTTGGCGACTTCACGAAGGTCACACAG
CTGTCAGGGGGAAAAGTCAGAACTTGGATCCAGGTCTTCAGACTCTCAGGTCTGGTGTCATCCTAGGGGGCTTG
GTGATGGCCATATCTTITAATGTATTTGTGGAGAGTGAAAGGCTGTCAGTGAGTAAGCTTAAGAGAACAGGAGAC
TTGTGTGGGAAACAGTCGGTATCCATTGATTAGACTGAATCATGTAGAATTGCTAATTTCACCATTTTGAACTA
TCGAAATCACTATTTGGTATGACTCAACCTCATCCTTTAAGTACACATTCATGACAGTGAGTGGTTAGACAGTG
ATTCCTAGATTAGTTTGGGATGGGGCAGTGCCTTCCATAGGACAAGGCCATTCCTGGTAGAGACGGAGGGAGCA
GGCTGTCCTTCAGCTAGGGGCCCAGGGGACTTCCTGGCTGCTGTGTCCTTTAGCAGGGCCTTGGAGGATGGAAG
GACTCTCCTGGCCCTTACCACAGGGGCTATTCAGGAACAGCCTCCTGCCGTGGCACTGGAGCTGCGGTGGCCCT
CTGAAGACTGCAGGGACAGCAACAGGCACAAAGAAGTCAGGCTGCATGTGGCCCCAGTCGGGACTCAGAGGAGG
AAAGGGAGGGGTTGCGGGGGTCAATGGGTGATGTGCTTCCTCTCCCATAGCTGAGGAGTCCTTGCAATGGCCTT
CCTGAGCCATCAGCAGGCCTATGGCCATGTGACTAGGGAGGAGAAGGGATATAGGGTAATGGTCTTCTGGGGCC
TGCTGGGCCTGGTCAAGTCTGAGGAGGAGATAGAGAAAACAAAGCAGAGACCCTCCTCTTCATCTGGGGAGAAG
GGACCTGATTCTAAACGGAGATATGTGAGGCTTTCTGGGGCAGCGATGGAAGGACAAGGACAGAATAGGTGTCC
TTGTTGCCCCATGGAGAATGGGCTTCAGGAAGAATCTGCCTCAGTCATTTTCCAGAAGTGCCTGAGAGGTGCAG
GGCCCGAGTCTGGTTAGGTGACAGCGGGTCAAGAGGAGGACATTGTCCTCTCTCTTGTGTTGCTGCAGATGCCA
CAARAACTGGGCCACGGCACGATCAGGCAGTTCTGGGGCCCCCAGGAGGGCAGCCTTGGGGTGGGCACAGCCAGC
CCTGGCAGGATGAGCAACTCTGGGTGGGGGGGAGTGGGGGATGAGCAGGGGGACATGAAGATGCTTGGTGGAGC
CTGGGGTCATGGCTGGTATCTGGTTCCTCCCCTGTGATTCCTTCTTGGGGACTCCAAGACAGGACAAGGAAGAC
TGGAGCCCTCCAGAAACAGATGGGCCCAGGTCCGTAAGCTGAGGATTCAGTCCCCCCTGGATTCAAGCCCAGCA
TGTGCCTACCCAGCCAGATGCTCCATGAACACAGTTCAGGGGGCCCGAAGACAGCACTGTTACCTGGAGCCCAC
ATACAGCCTCAGCAGGCAAAGGGAGACTCAGAGAAARACATGGGAGGGATTTACAGTCACATGCAGGCAGGGACC
AGCTCAACCCTTCTTTAATGTCATCCAGGGAGGGGGCCAGGGATGGAGGGGAGGGGTTGAGGAGCGAGAGGCAG
TTATTTTTGGGTGGGATTCACCACTTTTCCCATGAAGAGGGGAGACTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAGAAGA
CAAAGGGTTTGTTGAACTTGACCTCGGGGGGGATAGACATGGGTATGGCCTCTAAAAACATGGCCCCAGCAGCT
TCAGTCCCTTTCTCGTCGATGGTCAGCACAGCCTTATGCACGGCCTTGGAGAGCTTCAGGGGTGCCTCCTCTGT
GACCCCGGAGAGGTCAGCCCCATTGCTGAAGACCTTAGTGATGCCCAGTTGACCCAGGACGCTCTTCAGATCAT
AGGTTCCAGTAATGGACAGTTTGGGTAAATGTAAGCTGGCAGACCTTCTGTCTTCATTTTCCAGGAACTTGGTG
ATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTTCCAGGTGCTGTAGTTTCCCCTCATCAGGCAGGAAGAAGATGGCGGTGGC
ATTGCCCAGGTATTTCATCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTTACAGTGCTGGATGTTAARACATGCCTAARAC
GCTTCATCATAGGCACCTTCACGGTGGTCACCTGGTCCACGTGGAAGTCCTCTTCCTCGGTGTCCTTGACTTCA
AAGGGTCTCTCCCATTTGCCTTTAAAGAAGATGTAATTCACCAGAGCAAAAACTGTGTCTCTGTCAAGCTCCTT
GACCAAATCCACAATTITTCCCTTGAGTACCCTTCTCCACGTAATCGTTGATCTGTTTCTTGGCCTCTTCGGTGT
CCCCGAAGTTGACAGTGAAGGCTTCTGAGTGGTACAACTTTTTAACATCCTCCAAARAACTTATCCACTAGCTTC
AGGCCCTCGCTGAGGAACAGGCCATTGCCGGTGGTCAGCTGGAGCTGGCTGTCTGGCTGGTTGAGGGTACGGAG
GAGTTCCTGGAAGCCTTCATGGATCTGAGCCTCCGGAATCTCCGTGAGGTTGAARATTCAGGCCCTCCAGGATTT
CATCGTGAGTGTCAGCCTTGGTCCCCAGGGAGAGCATTGCAAAGGCTGTAGCGATGCTCACTGGGGAGAAGAAG
ATATTGGTGCTGTTGGACTGGTGTGCCAGCTGGCGGTATAGGCTGAAGGCGAACTCAGCCAGGTTGGGGGTGAT
CTTGTTGAAGGTTGGGTGATCCTGATCATGGTGGGATGTATCTGTCTTCTGGGCAGCATCTCCCTGGGGATCCT
CAGCCAGGGAGACAGGGACCAGGCAGCACAGGCCTGCCAGCAGGAGGATGCCCCACGAGACAGAAGACGGCATT
GTCGATTCACTGTCCCAGGTCAGTGGTGGTGCCTGAAGCTGAGGAGACAGGGCCCTGTCCTCGTCCGTATTTAA
GCAGTGGATCCAGAGGGGCAACGGGGGAGGCTGCTTTCCTGCTCTCCTCAAGCTCTCCTCAAGCTCTGTCTCTT
CTGGCAGGCACAGGAGAGTGGCCTGAAGGCTGGCAGGAGGTTGCCGCCCCTCCAACCTGGAATTCCTGGCAGCA
GCAGCGGCTAGGCCTTCCTCGGAGGCCCGACCCCCTCCTCCTTCTTGGTTCAGCTCAGGACTCTGAGGGTTGCT
GCGTGGAGGCAGTGCATGCCCTGGGCACAGTGCCCAGTTCCTGCCCA

Figura 8X

300



ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:25

Complemento inverso de SEQ ID NO: 11
TGCAAGAAATGTAGTTCTATTTATTCTCTGTTCTAATGGGTATAAACATTTTGTTATCTAACTTGAACATCATA
CCAACTCAAAGGCAGGTCTTACTAGCAATGACTGGGGCTCAGAGAGGTTTGGCGACTTCACGAAGGTCACACAG
CTGTCAGGGGGARAAAGTCAGAACTTGGATCCAGGTCTTCAGACTCTCAGGTCTGGTGTCATCCTAGGGGGCTTG
GTGATGGCCATATCTTITAATGTATTTGTGGAGAGTGAAAGGCTGTCAGTGAGTAAGCTTAAGAGAACAGGAGAC
TTGTGTGGGAAACAGTCGGTATCCATTGATTAGACTGAATCATGTAGAATTGCTAATTTCACCATTTTGAACTA
TCGARAATCACTATTTGGTATGACTCAACCTCATCCTTTAAGTACACATTCATGACAGTGAGTGGTTAGACAGTG
ATTCCTAGATTAGTTTGGGATGGGGCAGTGCCTTCCATAGGACAAGGCCATTCCTGGTAGAGACGGAGGGAGCA
GGCTGTCCTTCAGCTAGGGGCCCAGGGGACTTCCTGGCTGCTGTGTCCTTTAGCAGGGCCTTGGAGGATGGAAG
GACTCTCCTGGCCCTTACCACAGGGGCTATTCAGGAACAGCCTCCTGCCGTGGCACTGGAGCTGCGGTGGCCCT
CTGAAGACTGCAGGGACAGCAACAGGCACAAAGAAGT CAGGCTGCATGTGGCCCCAGTCGGGACTCAGAGGAGG
AAAGGGAGGGGTTGCGGGGGTCAATGGGTGATGTGCTTCCTCTCCCATAGCTGAGGAGTCCTTGCAATGGCCTT
CCTGAGCCATCAGCAGGCCTATGGCCATGTGACTAGGGAGGAGAAGGGATATAGGGTAATGGTCTTCTGGGGCC
TGCTGGGCCTGGTCAAGTCTGAGGAGGAGATAGAGAAAACAAAGCAGAGACCCTCCTCTTCATCTGGGGAGAAG
GGACCTGATTCTAAACGGAGATATGTGAGGCTTTCTGGGGCAGCGATGGAAGGACAAGGACAGAATAGGTGTCC
TTGTTGCCCCATGGAGAATGGGCTTCAGGAAGAATCTGCCTCAGTCATTTTCCAGAAGTGCCTGAGAGGTGCAG
GGCCCGAGTCTGGTTAGGTGACAGCGGGTCAAGAGGAGGACATTGTCCTCTCTCTTGTGTTGCTGCAGATGCCA
CAAAACTGGGCCACGGCACGATCAGGCAGTTCTGGGGCCCCCAGGAGGGCAGCCTTGGGGTGGGCACAGCCAGC
CCTGGCAGGATGAGCAACTCTGGGTGGGGGGGAGTGGGGGATGAGCAGGGGGACATGAAGATGCTTGGTGGAGC
CTGGGGTCATGGCTGGTATCTGGTTCCTCCCCTGTGATTCCTTCTTGGGGACTCCAAGACAGGACAAGGAAGAC
TGGAGCCCTCCAGAAACAGATGGGCCCAGGTCCGTAAGCTGAGGATTCAGTCCCCCCTGGATTCAAGCCCAGCA
TGTGCCTACCCAGCCAGATGCTCCATGAACACAGTTCAGGGGGCCCGAAGACAGCACTGTTACCTGGAGCCCAC
ATACAGCCTCAGCAGGCAAAGGGAGACTCAGAGAAAACATGGGAGGGATTTACAGTCACATGCAGGCAGGGACC
AGCTCAACCCTTCTTTAATGTCATCCAGGGAGGGGGCCAGGGATGGAGGGGAGGGGTTGAGGAGCGAGAGGCAG
TTATTTTTGGGTGGGATTCACCACTTTTCCCATGAAGAGGGGAGACTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAGAAGA
CAAAGGGTTTGTTGAACTTGACCTCGGGGGGGATAGACATGGGTATGGCCTCTARAAACATGGCCCCAGCAGCT
TCAGTCCCTTTCTCGTCGATGGTCAGCACAGCCTTATGCACGGCCTTGGAGAGCTTCAGGGGTGCCTCCTCTGT
GACCCCGGAGAGGTCAGCCCCATTGCTGAAGACCTTAGTGATGCCCAGTTGACCCAGGACGCTCTTCAGATCAT
AGGTTCCAGTAATGGACAGTTTIGGGTAAATGTAAGCTGGCAGACCTTCTGTCTTCATTTTCCAGGAACTTGGTG
ATGATATCGTGGGTGAGTTCATTTTCCAGGTGCTGTAGTTTCCCCTCATCAGGCAGGAAGAAGATGGCGGTGGC
ATTGCCCAGGTATTTCATCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTTACAGTGCTGGATGTTARACATGCCTAAAC
GCTTCATCATAGGCACCTTCACGGTGGTCACCTGGTCCACGTGGAAGTCCTCTTCCTCGGTGTCCTTGACTTCA
AAGGGTCTCTCCCATTTGCCTTTAAAGAAGATGTAATTCACCAGAGCAAAAACTGTGTCTCTGTCAAGCTCCTT
GACCAAATCCACAATTTTCCCTTGAGTACCCTTCTCCACGTAATCGTTGATCTGTTTCTTGGCCTCTTCGGTGT
CCCCGAAGTTGACAGTGAAGGCTTCTGAGTGGTACAACTTTTTAACATCCTCCARAAACTTATCCACTAGCTTC
AGGCCCTCGCTGAGGAACAGGCCATTGCCGGTGGTCAGCTGGAGCTGGCTGTCTGGCTGGTTGAGGGTACGGAG
GAGTTCCTGGAAGCCTTCATGGATCTGAGCCTCCGGAATCTCCGTGAGGTTGAAATTCAGGCCCTCCAGGATTT
CATCGTGAGTGTCAGCCTTGGTCCCCAGGGAGAGCAT TGCAAAGGCTGTAGCGATGCTCACTGGGGAGAAGAAG
ATATTGGTGCTGTTGGACTGGTGTGCCAGCTGGCGGTATAGGCTGAAGGCGAACTCAGCCAGGTTGGGGGTGAT
CTTGTTGAAGGTTGGGTGATCCTGATCATGGTGGGATGTATCTGTCTTCTGGGCAGCATCTCCCTGGGGATCCT
CAGCCAGGGAGACAGGGACCAGGCAGCACAGGCCTGCCAGCAGGAGGATGCCCCACGAGACAGAAGACGGCATT
GTCGATTCACTGTCCCAGGTCAGTGGTGGTGCCTGAAGCTGAGGAGACAGGGCCCTGTCCTCGTCCGTATTTAA
GCAGTGGATCCAGAGGGGCAACGGGGGAGGCTTTCCTGCTCTCCTCAAGCTCTCCTCAAGCTCTGTCTCTTICTG
GCAGGCACAGGAGAGTGGCCTGAAGGCTGGCAGGAGGTTGCCGCCCCTCCAACCTGGAATTCCTGGCAGCAGCA
GCGGCTAGGCCTTCCTCGGAGGCCCGACCCCCTCCTCCTTICTTGGTTCAGCTCAGGACTCTGAGGGTTGCTGCG
TGGAGGCAGTGCATGCCCTGGGCACAGTGCCCAGTTCCTGCCCA

Figura 8Y

301



ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:26

Complemento inverso de SEQ ID NO: 12
ATGTCATTCAGGGAGGGGGCCAGGGATGGAGGGGAGGGGCTGAGGAGTGACAGGCAGTTATTTCTGGGTGGGAT
TCACCACTTTTCCCATGAAGAGGGGAGACTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAGAAGACAAAGGGTTTGTTGAAC
TTGACCTCGGGGGGAATAGACATGGGTATGGCCTCTAAAAACATGGCCCCAGCAGCTTCAGTCCCTTTCTCATC
GATGGTCAGCACAGCCTTATGCACGGCCTTGGAGAGCTTCAGGGGTGCCTCCTCCGTGATCCCCGAGAGGTCAG
CCCCATTGCTGAAGACCTTAGTGATACCCAGGTGGCCCAGGACTGTCTTCAGATCATAGGTTCCAGTAATGGCC
AGTCTGGGTAAATGTAAGTTIGGCAGACCTGCTGTTTTCATTTTCCAGGAACTTGGTGATGATATCATGGGTGAG
TTCATTTTCCAGGTGCTGCAGTTTCCCCTCATCAGGCAGGAAGAAGATGGCGGTGGCATTGCCCAGGTATTTCA
TCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTCACAGTGGTAGATGTTAAACATGCCTARACGCCTCATCATGGGCACC
TTCACGGTGGTCGCCTGGTCCACGTGGAAGTCCTCTTCCTTGGTGGCCTCAACGTCAAAGGGTCTCTCCCATTT
GCCTTTAAAGAAGATGTAATTCACCAGAGCAAAAACTGTGTCTCTGTCAAGCTCCTTGACCAAATCCACAATTT
TCCCTTGAGTTTCCTTCTCCACGTAATTGTTGATCTGTTTCTTGGCCTCTTCGGTGTCCTCAAAGTTGACAGAG
AAGGCTTCTGAGTGGTACAGTTTTTTGACATCCTCCAAAAACTTATCCACTACCTTCAGGCTCTTGTTGAGGAA
CAGGCCGTTGCCGGTGGTCAGCTGGAGCTGGCTGTCTGGCTTGTTGAGGGTATGGAGGAGTTCCTGGAAGCCTT
CATGGACCTGAGCCTCCGGAATCTCCGTGACGTTGAAATTCAGGCCCTCCAGGATTTCACTGTGAGTGTCAGCC
TTGGTCCCCAGGGAGAGCATTGCAAAGGCTGTAGCGATGCTCACTGGGGAGAAGAAGATATTGGTGCTGTTGGA
CTGGTGTGCCAGCTGGCGGTATAGGCTGAAGCCGAACTCAGCCAGGCTGGGGGTGATCTTGTTGAGGGTTGGGT
GGTCCTGATCATGGTGGGATGTATCCGTCTTCTGGGCAGCATCTCCCTGGGGATCCTCAGCCAGAGAGCCGGGG
AGCAGGCAGCACAGGCCTGCCAGCAGGAGGACGCCCCATGAGACAGAAGATGGCATTGTCCTG

Figura 8Z
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ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:27

Complemento inverso de SEQ ID NO: 13
GTTTGCAGTCACACACGCAGGCAGGGACCAGCTCAACCCTTCTTTAATGTCATTCAGGGAGGGGGCCAGGGATG
GAGGGGAGGGGCTGAGGAGTGACAGGCAGTTATTTCTGGGTGGGATTCACCACTTTTCCCATGAAGAGGGGAGA
CTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAGAAGACAAAGGGTTTGTTGAACTTGACCTCGGGGGGAATAGACATGGGTA
TGGCCTCTAAAAACATGGCCCCAGCAGCTTCAGTCCCTTTICTCATCGATGGTCAGCACAGCCTTATGCACGGCC
TTGGAGAGCTTCAGGGGTGCCTCCTCCGTGATCCCCGAGAGGTCAGCCCCATTGCTGAAGACCTTAGTGATACC
CAGGTGGCCCAGGACTGTCTTCAGATCATAGGTTCCAGTAATGGCCAGTCTGGGTARATGTAAGTTGGCAGACC
TGCTGTTTTCATTTTCCAGGAACTTGGTGATGATATCATGGGTGAGTTCATTTTCCAGGTGCTGCAGTTTCCCC
TCATCAGGCAGGAAGAAGATGGCGGTGGCATTGCCCAGGTATTTCATCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTC
ACAGTGGTAGATGTTAAACATGCCTAAACGCCTCATCATGGGCACCTTCACGGTGGTCGCCTGGTCCACGTGGA
AGTCCTICTTCCTTGGTGGCCTCAACGTCAAAGGGTCTCTCCCATTTGCCTTTARAGAAGATGTAATTCACCAGA
GCAARAAACTGTGTCTCTGTCAAGCTCCTTGACCAAATCCACAATTTTCCCTTGAGTTTCCTTCTCCACGTAATT
GTTGATCTGTTTCTTGGCCTCTTCGGTGTCCTCAAAGTTGACAGAGAAGGCTTCTGAGTGGTACAGTTTTTTGA
CATCCTCCAAAAACTTATCCACTACCTTCAGGCTCTTGTTGAGGAACAGGCCGTTGCCGGTGGTCAGCTGGAGC
TGGCTGTCTGGCTTGTTGAGGGTATGGAGGAGTTCCTGGAAGCCTTCATGGACCTGAGCCTCCGGAATCTCCGT
GACGTTGAAATTCAGGCCCTCCAGGATTTCACTGTGAGTGTCAGCCTTGGTCCCCAGGGAGAGCATTGCARAGG
CTGTAGCGATGCTCACTGGGGAGAAGAAGATATTGGTGCTGTTGGACTGGTGTGCCAGCTGGCGGTATAGGCTG
AAGCCGAACTCAGCCAGGCTGGGGGTGATCTTGTTGAGGGTTGGGTGGTCCTGATCATGGTGGGATGTATCCGT
CTTCTGGGCAGCATCTCCCTGGGGATCCTCAGCCAGAGAGCCGGGGAGCAGGCAGCACAGGCCTGCCAGCAGGA
GGACGCCCCATGAGACAGAAGATGGCATTGTCGATTCACCGTCCCAGGTCAGTGGTGGTGCCTGAGGCTGAGGA
GACAGAGCCCTGTCCTTGTCCGTATTTAAGCAGTGGGTGCAGAGGGGCAACGGGGGAGGCTGCTGGTGAATATT
AACCAAGATCACCCCAGTTACCGGAGGAGCAAACAGGGACTAAGTTCACAGGCTGGGCGCTGAGTCGCCCGCCC
ACGCTGTCCGGACGCTCTGCCTGAGCAGCATACAGCCTCCACTGCACGTACCAAAAGGAGTCATTGTACCTGGC
TCAGAAACCACAGTGTICCTGCGTCCAAGGTGGAGGGGGTGGCGTGAGTCAGCCAGTCGCTGGGAGAGTACCACT
TTGCTGGCCCTCTGCTCTCACTGCAGAATCCTTAGCGGCTGTTCCACTGGTAGCAAGATCTACCATTTACTAAT
TCACCCCGAAATGCCTGATGCTGAAGACTGATGCCGCCCTGGAATTCCTGGCAGCAGCAGTGGCTAGGCCTTCC
TCAGAGTGCTGATCCCCTCCTCCTCCTTTGCTCAGCTCAGTACTCTGAGGGTTGCTGCGTGGAGGCAGTGCACG
CCCTGGGCACAGGGCCCAGTTCCTGCCCACCCAGGAAGTTGGCCTCGGGTGGCGGGTGGCGGAGGCAATAGGTT
GGGGAGGGGCGGGGAGCTTGGGCAGGAAGGGGCCTTGCCCATTGCCAGGCAGACACAAGACTGGGC

Figura 8AA

303



ES 2676 146 T3

SEQ ID NO:28

Complemento inverso de SEQ ID NO: 14
GTTTGCAGTCACACACGCAGGCAGGGACCAGCTCAACCCTTCTTTAATGTCATTCAGGGAGGGGGCCAGGGATG
GAGGGGAGGGGCTGAGGAGTGACAGGCAGTTATTTCTGGGTGGGATTCACCACTTTTCCCATGAAGAGGGGAGA
CTTGGTATTTTGTTCAATCATTAAGAAGACAAAGGGTTTGTTGAACTTGACCTCGGGGGGAATAGACATGGGTA
TGGCCTCTAAAAACATGGCCCCAGCAGCTTCAGTCCCTTTICTCATCGATGGTCAGCACAGCCTTATGCACGGCC
TTGGAGAGCTTCAGGGGTGCCTCCTCCGTGATCCCCGAGAGGTCAGCCCCATTGCTGAAGACCTTAGTGATACC
CAGGTGGCCCAGGACTGTCTTCAGATCATAGGTTCCAGTAATGGCCAGTCTGGGTARATGTAAGTTGGCAGACC
TGCTGTTTTCATTTTCCAGGAACTTGGTGATGATATCATGGGTGAGTTCATTTTCCAGGTGCTGCAGTTTCCCC
TCATCAGGCAGGAAGAAGATGGCGGTGGCATTGCCCAGGTATTTCATCAGCAGCACCCAGCTGGACAGCTTCTC
ACAGTGGTAGATGTTAAACATGCCTAAACGCCTCATCATGGGCACCTTCACGGTGGTCGCCTGGTCCACGTGGA
AGTCCTICTTCCTTGGTGGCCTCAACGTCAAAGGGTCTCTCCCATTTGCCTTTARAGAAGATGTAATTCACCAGA
GCAARAAACTGTGTCTCTGTCAAGCTCCTTGACCAAATCCACAATTTTCCCTTGAGTTTCCTTCTCCACGTAATT
GTTGATCTGTTTCTTGGCCTCTTCGGTGTCCTCAAAGTTGACAGAGAAGGCTTCTGAGTGGTACAGTTTTTTGA
CATCCTCCAAAAACTTATCCACTACCTTCAGGCTCTTGTTGAGGAACAGGCCGTTGCCGGTGGTCAGCTGGAGC
TGGCTGTCTGGCTTGTTGAGGGTATGGAGGAGTTCCTGGAAGCCTTCATGGACCTGAGCCTCCGGAATCTCCGT
GACGTTGAAATTCAGGCCCTCCAGGATTTCACTGTGAGTGTCAGCCTTGGTCCCCAGGGAGAGCATTGCARAGG
CTGTAGCGATGCTCACTGGGGAGAAGAAGATATTGGTGCTGTTGGACTGGTGTGCCAGCTGGCGGTATAGGCTG
AAGCCGAACTCAGCCAGGCTGGGGGTGATCTTGTTGAGGGTTGGGTGGTCCTGATCATGGTGGGATGTATCCGT
CTTCTGGGCAGCATCTCCCTGGGGATCCTCAGCCAGAGAGCCGGGGAGCAGGCAGCACAGGCCTGCCAGCAGGA
GGACGCCCCATGAGACAGAAGATGGCATTGTCCTGGAATTCCTGGCAGCAGCAGTGGCTAGGCCTTCCTCAGAG
TGCTGATCCCCTCCTCCTCCTTTGCTCAGCTCAGTACTCTGAGGGTTGCTGCGTGGAGGCAGTGCACGCCCTGG
GCACAGGGCCCAGTTCCTGCCCACCCAGGAAGTTGGCCTCGGGTGGCGGGTGGCGGAGGCAATAGGTTGGGGAG
GGGCGGGGAGCTTGGGCAGGAAGGGGCCTTGCCCATTGCCAGGCAGACACAAGA

Figura 8AB
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